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RESUMEN

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es un tumor sélido que se
caracteriza por presentar una diferencia de potencial de transmembrana
mitocondrial (AYm) con mayor electronegatividad que cualquier otra célula o tejido
de diferentes 6rganos, caracteristica que nos permite dirigir selectivamente
moléculas hacia ellas. Por otro lado, los tratamientos actuales no son selectivos y
dificultan la rehabilitacion posterior, es por ello la busqueda de nuevos
tratamientos. En ese contexto el acido cafeico es un compuesto fendlico, que su
forma esterificada ha demostrado actividad antineoplasica. Dada la diferencia de
potencial de transmembrana del COCE, es que postulamos que el acido cafeico
unido al Trifenilfosfonio da origen a un cation lipofilico (CA-TPP*) que tiene
actividad citotoxica e interfiere con la funcion mitocondrial. Metodologia: Se evalu6
el efecto citotoxico con dos lineas celulares de COCE (CAL 27 y OECM 1) y en
fibroblastos orales, mediante el ensayo de viabilidad celular MTT a las 48 horas de
tratamiento, utilizando cuatro moléculas con distintos largos de cadena alifatica (8,
10, 11 y 12). Posteriormente, se estudio la funcién mitocondrial, determinando los
niveles de adenosin trifosfato (ATP) en CAL 27 y OE CM1, y el consumo de
oxigeno en OECM 1. Resultados: CA-TPP" tuvo efecto citotoxico en ambas lineas
celulares de COCE, con valores de ICs, entre [0,5 a 15 yM] y en fibroblastos
[9,8-14,6 uM]. El compuesto con menor selectividad en conjunto fue CA-TPP*C,,.
Respecto a los niveles de ATP ninguno de los cuatro cationes lipofilicos de acido
cafeico mostré una variacién estadisticamente significativa luego del tratamiento.
En OECM 1 se observé un aumento de la velocidad del consumo de oxigeno
inmediatamente tras el tratamiento con los cuatro compuestos en un rango de
129% a 237%; sin embargo, s6lo en CA-TPP'C,, se observa una relacion
concentracion dependiente en el aumento. Conclusiones: Los cationes lipofilicos
derivados de acido cafeico tiene efecto citotoxico e intervienen en la funcién
mitocondrial in vitro en carcinoma oral de células escamosas. No obstante, son

necesarios mas estudios para precisar el efecto que producen a nivel mitocondrial.



INTRODUCCION

Cancer y Epidemiologia

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por un
crecimiento anormal de las células y puede surgir en cualquier érgano o tejido.
Estas células se caracterizan por presentar resistencia a la apoptosis (Burke, P.J.,
2017) y un pobre reconocimiento por parte del sistema inmunitario hacia estas
células (Yin, W. y cols, 2021).

Los factores de riesgo asociados al cancer estan en intima relacion con el
estilo de vida actual como lo son la exposicion a radiacion UV, el uso de tabaco, el
alcohol, el sobrepeso y obesidad (IMC elevado), la alimentacién no saludable e
infecciones, entre otros (Lewandowska, A. M. y cols, 2019; Santander, S. y cols,
2022).

El afo 2020 la incidencia mundial de cancer fue 20,44% al cual se le
atribuyen 9.958.133 muertes (GLOBOCAN, 2020). En Chile, en el afio 2019 el
cancer se posicion6 como la primera causa de muerte en diez regiones: Arica y
Parinacota, Tarapaca, Antofagasta, Atacama, Coquimbo, Bio-bio, La Araucania,
Los Rios, Los Lagos y Aysén (Santander, S. y cols, 2022). Recientemente,
producto de la pandemia ocasionada por SARS-CoV-2, las atenciones de salud
por morbilidad de enfermedades crénicas no transmisibles disminuyeron.
Centrandonos en concreto en el cancer, la disminucion de las atenciones en Chile
fue de un 55% a 64%, las que van desde prestaciones ambulatorias oncoldgicas
semanales, hasta el diagnéstico y seguimiento del cancer (Santander, S. y cols,
2022). Es por ello, que como resultado del retraso diagnostico se ha descrito un
aumento en la distribucion de canceres detectados en etapas mas tardias en los
afos 2020-2022 comparado con un escenario sin COVID-19, de ahi que surge la
necesidad de complementar el Plan Nacional de Cancer 2018-2028 en marzo de
2022 con el Plan Nacional de Cancer 2022-2027. Relativo al impacto econdmico
del afno 2017 al afo 2021 el presupuesto anual para el tratamiento de cancer
aumentd de 117.110.982 a 349.125.000 exhibiendo un incremento del 198% en 4
afos (Santander, S. y cols, 2022).



Generalidades del Cancer Oral

Dentro de los tejidos y 6rganos en que se puede desarrollar cancer esta la
cavidad oral, estructura inseparable e integrante de funciones como la respiracion,
habla, deglucion, gusto, masticacion, movimientos mandibulares y estética facial
(Zenga, J. y Harris, M.S., 2021) ademas de ser un componente psicolégico
importante (Cerea, S. y cols, 2022). Es a causa de su ubicacion, la alta carga de
enfermedad y consecuencias post tratamiento, que los pacientes con cancer de
cabeza y cuello, incluido el cancer oral tienen una mayor tasa de suicidio a pesar
de haber recibido un tratamiento oncoldgico 6ptimo (Osazuwa-Peters, N. y cols,
2018; Friedland, C. J., 2019). El cancer de cabeza y cuello viene acompanado de
problemas psicosociales, como conflictos interpersonales, aislamiento social, una
imagen alterada de si y angustia sobre la imagen corporal (Smith, J. D. y cols,
2017; Osazuwa-Peters, N. y cols, 2018; Cerea, S. y cols, 2022).

El cancer de cavidad oral y labios es el décimo sexto cancer mas frecuente
a nivel mundial con una incidencia de 377.713 (4,8 por cada 100.000 habitantes),
Chile segun la Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Cancer, esta
ubicado en el lugar vigésimo tercero, con una incidencia de 1,5 por cada 100.000
habitantes (GLOBOCAN, 2020). Respecto al perfil de pacientes con cancer oral en
Chile los estudios coinciden en que este es diagnosticado en la mayoria de los
casos después de la cuarta década de vida, con mayor prevalencia en hombres,
donde el sitio de desarrollo mas prevalente es la lengua (Maraboli-Contreras, S. y
cols, 2018; Bérquez, P. y cols, 2011; Pennacchiotti, G., y cols, 2016; Ramirez, V. y
cols, 2015; Candia, J. y cols, 2018), presentando una sobrevida de estos
pacientes el promedio de 45% a los 5 afios (Maraboli-Contreras, S. y cols, 2018;
Borquez, P. y cols, 2011), con una mortalidad fluctuante de 0,9-1,3 por cada
100.000 habitantes (Morales, A. y cols, 2020).

La cavidad oral, es el espacio anatomico comprendido entre el labio
mucoso hasta la union del paladar blando con el paladar duro (Howard, A., y cols,
2021; Wong, T. y Wiesenfeld, D., 2018). Se han definido siete ubicaciones para

clasificar el cancer que son labio, dos tercios anteriores de la lengua, piso de boca,
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mucosa bucal, paladar duro, mucosa alveolar, trigono retromolar y paladar blando
(Wong, T. y Wiesenfeld, D., 2018; Howard, A. y cols, 2021; Farthing, P. M. y
Speight, P. M., 2018). El tipo de cancer mas frecuente en la cavidad oral es COCE,
se ha descrito que se presenta de un 90 a 95% de los casos (Vitério, J.G. y cols,
2020; Ganesh, D. y cols 2018; ElI-Naggar, A. K. y cols, 2017), siendo definido por
la Organizacion Mundial de Salud como un carcinoma con diferenciacion

escamosa que surge del epitelio de la mucosa (EI-Naggar, A. K. y cols, 2017).

La deteccion de cancer oral se realiza mediante inspeccion visual y
palpacién, seguido de una biopsia y examen histopatolégico (EI-Naggar, A. K. y
cols, 2017); esto es, que se requiere de una biopsia para la confirmacién
diagnodstica. Dado que el cribado se realiza mediante inspeccion visual es
fundamental educar a los pacientes y personal de salud respecto del autoexamen
oral (Farthing, P. M. y Speight, P. M., 2018), advirtiendo que se debe sospechar
cuando identifiquen lesiones en boca que persistan por mas de tres semanas,
principalmente uUlceras que no sanen entre siete y veintiun dias (Garcia Moreno,
M. E. y cols, 2021).

Factores de Riesgo de Cancer Oral y Desérdenes Orales Potencialmente

Malignos

Respecto a los factores de riesgo asociados a habitos identificados para el
desarrollo de cancer oral se describe el consumo de tabaco en cualquiera de sus
presentaciones. El habito de fumar cigarros de cualquier modo es determinante en
relacion al desarrollo de cancer oral, la frecuencia, duracién y el haber consumido
alguna vez (Lewandowska, A. M. y cols, 2019; Hashibe, M. y cols 2007; Chamoli,
A. y cols, 2021). ElI consumo de alcohol, por su parte tiene un efecto tanto
independiente frente a un consumo excesivo (Bugshan, A. y Farooq, |., 2020),
como sinérgico junto al tabaco (Johnson, D. E. y cols, 2020) al permeabilizar el
epitelio oral, disolver el tabaco y promover su penetracién (Lewandowska, A. M. y
cols, 2019).
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Por otra parte, el virus del papiloma humano (VPH) se ha vinculado al
surgimiento de tumores con previa infeccidn por cepas oncogénicas como el
VPH-16 y el VPH-18 principalmente (Kouketsu, A. y cols, 2016). Los carcinomas
de cabeza y cuello (HNSCC, Head and neck squamous cell carcinoma) positivos a
VPH tienen un prondstico mas favorable; se estima que puede deberse a que los
HNSCC positivos a VPH tienen una expresion génica, perfiles mutacionales e
inmunitarios con diferencias distintivas de los HNSCC negativos a VPH (Johnson,
D. E. y cols, 2020). En Chile con el fin de prevenir los canceres derivados del VPH
se incorpor6 en el Plan Nacional de Inmunizacion el afo 2014 la vacuna
recombinante contra el virus del papiloma humano con su primera dosis en cuarto
basico y la segunda en quinto basico (MINSAL, 2018), que incluye proteccion
contra los tipos 6, 11, 16 y 18 (Folleto de Informacién al profesional Gardasil 9

Vacuna Nonavalente Antivirus Papiloma Humano Recombinante Adsorbida).

En la mayoria de los casos, el cancer se desarrolla desde un desorden oral
potencialmente maligno (DOPM). Clinicamente tienen una gran variedad de
presentaciones que se manifiestan en cambios en el color, topografia y tamafio
(Speight, P. M., y Farthing, P. M., 2018; Warnakulasuriya, S. y cols 2021), como
por ejemplo leucoplasia, eritroplasia, entre otros (anexo 1) (Ganesh, D. y cols,
2018); o en su minoria, también pueden surgir de novo. En ambos sucesos, se
cree que la exposicion cronica a carcindgenos es el principal factor de riesgo
(Kerawala, C. y cols, 2016).

Los DOPM son definidos como “cualquier anomalia de la mucosa oral que
se asocia con un riesgo estadisticamente mayor de desarrollo de cancer’
(Warnakulasuriya, S. y cols 2021). Si bien, los pacientes que presentan DOPM
tienen un mayor riesgo de cancer de labio o de cavidad oral, sélo una minoria
progresa a cancer (Warnakulasuriya, S. y cols 2021). Por lo tanto, la propension a
la progresion maligna de estas lesiones es dificil de predecir (Ojeda, D. y cols,
2020). El desarrollo de cancer no ocurre necesariamente en el sitio donde se
observa la mucosa visiblemente alterada, un DOPM sdélo nos indica que existe un
campo de anormalidad con mayor riesgo que la mucosa clinicamente normal

(Warnakulasuriya, S. y cols 2021), pero no es predictor, por lo que el paciente con
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un DOMP tiene riesgo en general para cualquier sitio de la cavidad oral. En
consecuencia, para la historia de la enfermedad tanto de COCE como de DOPM
se pueden establecer cuatro escenarios: COCE agresivos, COCE menos
agresivos, COCE indolentes y DOMP no progresivos (anexo 2) (Warnakulasuriya,
S.yKerr, A. R., 2021).

Tratamiento del Carcinoma Oral de Células Escamosas

El tratamiento de eleccion para el cancer oral es la reseccion quirurgica. En
estadios tempranos se recomienda por si sola, en estadios tardios con
radioterapia (RT) o quimioradioterapia (QRT) adyuvante, y en el caso de pacientes
con tumores no resecables, o de lo contrario, con tumores resecables, pero donde
el resultado esperado y el prondstico es tan malo que no justifican una cirugia
mutiladora, es recomendable la QRT (Machiels, J.P. y cols, 2020). Los
tratamientos adyuvantes se indican cuando el paciente se encuentra en un estadio
locorregional avanzado o con alto riesgo de recurrencia, lo que se debe a que el
uso concomitante de QRT ha dado como resultado un mayor control locorregional
y una mejor supervivencia global en comparacion con la RT por si sola (Machiels,
J.P. y cols, 2020).

En lo que respecta al momento del diagnéstico, y, por tanto, a la eleccion
del tratamiento del COCE, la baja supervivencia nos evidencia que suele ocurrir un
diagnostico tardio de este o bien que se presenta con un caracter agresivo
(Maraboli-Contreras, S. y cols, 2018). En consecuencia, es habitual la indicacién
de QRT concomitante (Machiels, J.P. y cols, 2020).

De cara al acceso a tratamiento en Chile, el cancer oral no esta incluido
dentro de los diecisiete tipos de canceres y/o patologias asociadas abarcados por
las Garantias Explicitas de Salud (GES). Aun cuando, entre las caracteristicas de
la gestion en la red publica oncolégica se encuentra facilitar el acceso y
oportunidad a la atencion integral, dada la complejidad del tratamiento, el paciente

requerira de una atencion multidisciplinaria que involucre cirujanos de cabeza y
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cuello, médicos oncologos, radioterapeutas, otorrinos, fonoaudiélogos, cirujanos
maxilofaciales, rehabilitadores orales y/o somatoprotesistas y patdlogos orales,
ademas del servicio y equipamiento necesario, atenciones que solo se prestan en
servicios de alta complejidad, en particular la cirugia. En cuanto a la terapia
coadyuvante, actualmente siete establecimientos entregan servicio de
radioterapia, y veintiséis establecimientos entregan prestaciones de terapia
sistémica (quimioterapia) con aproximadamente 300 unidades persona/sillon para

su aplicacion distribuidos al largo del pais (anexo 3) (Santander, S. y cols, 2022).

Con todo, una gran proporcion de pacientes experimenta metastasis
cervical y recurrencia a largo plazo, fundamentalmente en los tumores
diagnosticados en etapa tardia, lo cual hace necesaria la investigacion para el
acabado conocimiento del COCE (Yin, W. y cols, 2021; Noh, J. K. y cols, 2023),
siendo la comprension incompleta de las células iniciadoras de tumores y su
nicho, junto a la heterogeneidad intratumoral una importante barrera para mejorar
la eficacia terapéutica (Oshimori, N., 2020; Thomson, P. J., 2018; Noh, J. K. y cols,
2023).

Heterogeneidad Intratumoral

Una caracteristica distintiva del COCE es la heterogeneidad intratumoral
(Vitorio, J.G. y cols, 2020), con ella aludimos a las distintas poblaciones de células
tumorales que tienen diferentes perfiles moleculares y fenotipicos dentro de la
misma muestra tumoral (fig. 1) (Ramén Y Cajal, S. y cols, 2020; Jamal-Hanjani, M.
y cols, 2015; Gabusi, A. y cols, 2020), y que pueden ser facilmente detectadas al
tomar muestras de multiples regiones tumorales (Gabusi, A. y cols, 2018; Mroz, E.
A. y cols, 2015; Mroz, E. A. y cols, 2020). Se asocia a mal pronédstico en cuanto a

supervivencia, metastasis y recurrencia posterior al tratamiento.
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Figura 1: Representacion esquematica de aspectos histolégicos del microambiente del
COCE.

El microambiente de COCE comprende distintas poblaciones de células estromales y tumorales,
matriz extracelular y varias moléculas de sefializacién. Entre las células neoplasicas se observan
distintas poblaciones celulares con distintos perfiles genéticos. Estos clones pueden presentar
diferentes caracteristicas fenotipicas, incluidas distintas capacidades para invadir tejidos
adyacentes y hacer metastasis, e incluso mostrar diferencias en su perfil metabdlico. Imagen
adaptada de Vitério, J. G. y cols. (2020). Metabolic landscape of oral squamous cell carcinoma.

Es en el marco de la heterogeneidad intratumoral que se han identificado
fenotipos metabdlicos variados dentro del tumor, lo que se conoce como
heterogeneidad metabdlica. En contexto a ello, histéricamente se ha sostenido
que la reprogramacion metabdlica que presentan las células cancerosas la
constituye una regulacién al alza en la via de la glicdlisis (fosforilacion a nivel de
sustrato), tanto en presencia como en ausencia de oxigeno, para la obtencién de
energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), con una regulacion a la baja de la
de la fosforilacién oxidativa (OXPHOS, Mitochondrial Oxidative Phosphorylation
System), rasgo metabdlico conocido como "efecto Warburg" y que se plante6
como un sello distintivo del cancer (Vaupel, P. y cols, 2019). Asimismo, se estima
que la glicdlisis favorece el crecimiento del tumor, puesto que la velocidad de
formacion de ATP por el proceso glucolitico es mas rapida que la formacién de
ATP a través del metabolismo oxidativo, ya que este ultimo implica una serie de
reacciones quimicas complejas que involucran al ciclo de Krebs y la cadena de

transporte de electrones en la mitocondria (Clark, J.W. y Longo D.L., 2022)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4959648/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4959648/

No obstante, varias investigaciones dan cuenta que la OXPHOS al ser un
proceso mucho mas eficiente para generar ATP destinado a la utilizacion de
energia: 30-32 moléculas de ATP por molécula de glucosa con OXPHOS versus
1-2 moléculas de ATP por molécula de glucosa con la glicdlisis (Levitzky, M. y
McDonough, K.H., 2013), ocurre.

En un estudio realizado por Noh, J. K. y cols, 2023 hallé que los genes de
OXPHOS en COCE se han asociado a un pobre prondstico de la enfermedad
(Noh, J. K. y cols, 2023).

Mitocondria y Fosforilacion Oxidativa

La fosforilacién oxidativa es la forma regular de obtencion de energia de las
células no tumorales, puesto que, resulta mas eficiente energéticamente. La
OXPHOS se realiza en la mitocondria, organelo que tiene dos membranas; la
membrana mitocondrial externa (MME) que es permeable a moléculas pequefias e
iones, los que se mueven libremente a través de los canales transmembrana
llamados porinas; y la membrana interna (MMI) que es impermeable a la mayoria
de moléculas e iones, incluido a protones (H*). Las especies que cruzan esta
membrana lo hacen a través de transportadores especificos, y es en ella donde se
encuentran los componentes de la cadena transportadora de electrones y la ATP
sintasa. El espacio interior de la membrana interna se denomina matriz
mitocondrial, es en ella donde ocurre entre otros procesos el ciclo del acido citrico
y la OXPHOS (lwasa J, y Marshall W(Eds.), 2020). La glicélisis que ocurre en el
citoplasma (Nelson, D.L. y cols, 2015).

La OXPHOS inicia con la entrada de los electrones entregados por las
coenzimas de oxido reduccion (NADH y FADH,) a la cadena de transportadores
electronicos denominada cadena respiratoria (Nelson, D.L. y cols, 2015). Dicha
cadena esta compuesta por cuatro complejos proteinicos, donde los electrones, en

términos generales, transcurren guiados por el mayor potencial de reduccion de
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cada complejo (ordenados segun afinidad electronica creciente), desde el
complejo |I: NADH-Q oxidorreductasa o complejo Il: succinato-Q reductasa
dependiendo del transportador electrénico, y esta transferencia de electrones a la
coenzima Q; luego el complejo lll: citocromo C oxidorreductasa cataliza la
transferencia de electrones desde la Coenzima Q reducida al citocromo C, y asi
finalmente el complejo IV: citocromo C oxidasa, quien reduce al O,, que es el
aceptor final de electrones, generando dos moléculas de H,O (fig. 2) (Botham,
K.M., y Mayes, P.A., 2022). EI O, mantiene una fuerte union con el complejo IV
hasta que se reduce por completo, lo que minimiza la liberacidon de intermediarios
potencialmente dafiinos como el anidén superdxido y perdxido, que se forman

cuando el O, acepta uno o dos electrones (Botham, K.M. y Mayes P.A., 2022).

El flujo de los electrones permite el bombeo de protones por parte de los
complejos desde la matriz mitocondrial hacia el exterior, lo que genera una
diferencia de potencial electroquimico de -150 milivolt (mV) (negativo al lado de la
matriz mitocondrial), conocido como fuerza proton motriz o potencial
quimiosmotico. Analogamente, el pH dentro de la matriz es cercano a 8, y el del

espacio intermembrana es aproximadamente 7,4 (McKee, T. y McKee, J.R., 2020).

Matriz H* bajo ADP  + ATP

Membrana
interna

Espacio
\_intermembrana

Figura 2: Cadena transportadora de
electrones y ATP sintasa: esquema
de la fosforilacion oxidativa. Imagen
tomadade McKee T, McKee JR.
Bioquimica. Las bases moleculares de
la vida, 7e; 2020, capitulo 10.

Membrana
externa

Citoplasma
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La energia liberada por el transporte de electrones genera un gradiente
electroquimico a través de la membrana, es decir, los protones que estan en
exceso en el espacio intermembrana como consecuencia del funcionamiento de la
cadena respiratoria, mediante su carga, concentracion y baja permeabilidad en la
MMI se acumulan e ingresan a través de la ATP sintasa. La ATP sintetasa es la
enzima encargada de fosforilar a la adenosina difosfato (ADP,) y generar ATP; esta
enzima esta compuesta por dos complejos de proteinicos, que a su vez constan
de subunidades: F; se proyecta hacia la matriz y contiene el mecanismo de
fosforilaciéon, y F, que abarca la MMI y forma un canal de protones, es el flujo
termodinamicamente favorable de protones a través del canal de Fylo que impulsa
la produccion de ATP en el complejo F, (McKee, T., y McKee, J.R., 2020; Botham
K.M. y Mayes P.A., 2022).

Por lo tanto, el funcionamiento de la cadena respiratoria y de la ATP sintasa
se encuentra acoplado, es decir, una reaccién no tiene lugar sin la otra; por ende
los inhibidores de la cadena respiratoria bloquean el transporte de electrones (y el
consumo de O,) asi como la sintesis de ATP, y viceversa (Nelson, D.L. y cols,
2015; McKee, T. y McKee, J.R., 2020).

Como subproducto del metabolismo oxidativo se producen especies
reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), las que actuan como
moléculas de senalizacion fisiologica y patoldgica. Su nombre se debe a que el O,
tiene la propiedad de aceptar 1 para formar derivados inestables (electrones que
se escapan de los complejos proteinicos) como el anién superédxido (lwasa J, &
Marshall W(Eds.), (2020)

En células sanas la formacién de ROS se mantiene al minimo mediante
antioxidantes y enzimas antioxidantes, ya que, reaccionan con los ROS antes de
que estos dafien a las biomoléculas. Bajo ciertas condiciones denominadas como
estrés oxidativo, los mecanismos antioxidantes se ven superados, por lo que los

niveles de ROS aumentan y pueden dafiar mecanismos celulares como provocar
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inactivaciéon enzimatica, despolimerizacién de polisacaridos, ruptura del ADN y

destruccion de la membrana (McKee, T. y McKee, J.R., 2020).

Otras funciones que posee la mitocondria es integrar vias metabdlicas
sintetizando los intermediarios necesarios para la sintesis celular, mantienen la
homeostasis del calcio (Ca®") y regulan la apoptosis, entre otro (Skorecki K.L., &
Cohen B.H. 2022).

Mitocondria de Células Tumorales

La mitocondria de las células tumorales por su parte, poseen una diferencia
de potencial de membrana AWm entre la matriz y el espacio intermembrana que
aumenta aproximadamente -60 mV respecto de la mitocondria de una célula
normal (Kim, G. G. y cols, 2020). Como resultado, la diferencia de potencial entre
el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial de una célula tumoral resulta
mayor que una mitocondria de célula no tumoral, y que cualquier otro organelo y
célula de otro tejido no tumoral (Peredo-Silva, L. y cols, 2017). En efecto, el
potencial de membrana negativo que existe al interior de la membrana
mitocondrial interna provoca que los compuestos cargados positivamente se
acumulen en la matriz mitocondrial contra su gradiente de concentracién, a través

de la fuerza electrostatica (Zielonka, J. y cols, 2017).

Moléculas dirigidas a las mitocondrias: Trifenilfosfonio

La diferencia de potencial de transmembrana de las células tumorales nos
permite utilizar cationes lipofilicos como el trifenilfosfonio (TPP*) (fig. 3), el cual
también es hidrofébico y tiene baja reactividad. Esta molécula ha sido
ampliamente utilizada para dirigir selectivamente compuestos (antioxidantes
principalmente) hacia la mitocondria de células normales, donde destaca el
MitoQ,,, Mito Vitamina C, y el MitoVit, (Wang, J.Y. y cols, 2020). TPP* también se

ha utilizado en investigaciones para conducir grupos farmacéforos hacia la
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mitocondria de células tumorales como el polifenol: acido galico, el que ha

mostrado tener efecto sobre la funcion mitocondrial de células tumorales (Jara, J.
A., y cols, 2014).

Br H' P

Figura 3: Estructura quimica del Trifenilfosfonio. Forma molecular C18H16BrP.

El fundamento de su uso es aprovechar el mayor potencial transmembrana
mitocondrial que tienen las células cancerosas que sirve como fuerza impulsora
para una mayor acumulacion del grupo TPP*, puesto que tiene carga positiva (fig.
4) (Kalyanaraman, B., y cols, 2018) y es altamente liposoluble, lo que le permite
difundir facilmente a través de la bicapa lipidica de las membranas celulares, tanto

plasmatica como mitocondrial. (Sandoval-Acufia, C., y cols, 2016).

Se ha descrito que los compuestos cargados positivamente inhiben la
respiracion mitocondrial en células cancerosas (Kalyanaraman, B., y cols, 2018).
El grupo TPP* puede producir en algunos casos la inhibicién de la sintesis de ATP
mitocondrial, esta inhibicion podria deberse a los grupos hidroxilos aromaticos de
las moléculas, que al ser acidos débiles se pueden comportar como agentes
desacoplantes interfiriendo con el gradiente electroquimico producido por la
diferencia de concentracion de H® entre la matriz mitocondrial y el espacio
intermembrana. De esta manera se produciria un mal funcionamiento de la
fosforilacién oxidativa que se traduce en una disminucion de la sintesis de ATP
(Sandoval-Acuia, C., y cols, 2016).



Figura 4: Captacion celular de compuestos enlazados con TPP+ impulsada por los
potenciales de la membrana plasmatica y la membrana mitocondrial. Imagen adaptada de
Zielonka, J., y cols. (2017). Mitochondria-Targeted Triphenylphosphonium-Based Compounds:
Syntheses,
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Mechanisms of Action, and Therapeutic and Diagnostic Applications.

Polifenoles como alternativa de tratamiento: acido cafeico

Dentro de los polifenoles que han demostrado actividad antineoplasica
resalta el fenetil éster de acido cafeico (CAPE, Caffeic Acid Phenethyl Ester) (fig.
5). Varios estudios indican que suprime la proliferacion, la supervivencia y la
invasion de células cancerosas, evidenciando efectos en cancer de prostata,
cancer de pulmoén, hepatocarcinoma, glioblastoma, cancer cérvico-uterino, entre

otros (Mirzaei, S., y cols, 2021; Espindola, K. M. M.,y cols, 2019; Pelinson, L. P., y

cols, 2019).

Figura 5: Estructura quimica del Fenetil Ester de Acido Cafeico (CAPE). Férmula molecular

C17H1604.
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CAPE es derivado lipofilico esterificado del acido cafeico, su alta lipofilicidad
le permite atravesar membranas biolégicas, donde la molécula con propiedades

bioactivas es el acido cafeico (Kuo, Y. Y y cols, 2015; Alam, M. y cols, 2022).

Al acido cafeico (fig. 6) ademas de actividad antitumoral, se le han atribuido
propiedades antibacterianas, antivirales, antioxidantes, antiinflamatorias,
antiateroesclerdticas, inmunoestimuladoras, antidiabéticas, cardioprotectoras,
antiproliferativas y hepatoprotectora. Fue documentado por primera vez en 1935
como un compuesto derivado de las ciruelas, adjudicando su eficacia como
laxante (Mrak, E., y cols, 1935). En 1980 se sugirié por primera vez su actividad
como antineoplasico en un experimento realizado por Wattenberg y cols., donde
indujo neoplasias a ratones. Entre los compuestos probados, el acido cafeico fue
uno de los que mostro actividad (Wattenberg, L. W., y cols, 1980); a partir de
entonces, se han realizado varios estudios (Kuo, Y. Y y cols, 2013; Lee, Y. T y cols,
2005; Peng, C. Y y cols, 2012; Chung, L. C y cols, 2017; Yu, H. J. y cols, 2017)

con el fin de determinar su bioactividad.

HO

HO

Figura 6: Estructura quimica del Acido Cafeico (CA). Férmula molecular CoHsOu4.

Acido cafeico unido a Trifenilfosfonio

Como mencionamos anteriormente los efectos estudiados del acido cafeico
son en su forma esterificada como CAPE, el cual, si bien tiene |la propiedad de ser
lipofilico, no posee carga positiva como si la tiene el TPP*, que es la que nos
permitira aprovechar la diferencia de potencial electronegativo de las mitocondrias

de células tumorales.
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Actualmente no hay trabajos experimentales publicados en COCE, sobre
cationes lipofilicos derivados del acido cafeico, sin embargo, el afio 2022 Bastidas
H. y cols publicé una revision en la que repasan la capacidad antitumoral y los
mecanismos del acido cafeico, donde se menciona la potencial utilidad de los
derivados del acido cafeico dirigidos a las mitocondrias mediante la union quimica
al cation lipofilico TPP*. Los autores proponen que los efectos citotoxicos que
podrian tener estos derivados son perturbar a la carga negativa de la matriz
mitocondrial ejercida por los cationes, y/o el grado en que los compuestos se
intercalan en la MMI, lo cual puede variar dependiendo del largo de cadena

alifatica seleccionado para unir estas dos moléculas (Bastidas, H. y cols, 2022).

A mayor largo de cadena alifatica se estima que los compuestos presentan
mayor lipofilicidad, esto fomenta su intercalacion en la MMI, lo que favorece su
interaccidon con los complejos proteinicos de la cadena respiratoria. Por otro lado,
a menor largo de cadena el compuesto seria introducido al interior de la matriz
mitocondrial por la diferencia de potencial (Bastidas, H. y cols, 2022). En ese
sentido, se ha visto que los largos de cadena con menos de ocho carbonos no son
eficaces, los actuales compuestos que tienen TPP* y que han sido aprobados por
la FDA presentan diez carbonos (Wang, J. Y. y cols, 2020). Respecto a los largos
de cadena impar como seria una unién con once carbonos se ha sefalado que
impiden la correcta interaccién con la MMI, y un numero mayor a doce carbonos
han demostrado alta toxicidad puesto que las cadenas se doblan, lo cual no
permite su ingreso del compuesto al interior de la matriz mitocondrial (Jara, J. A. y
cols, 2014; Sandoval-Acuia, C. y cols, 2016).

Por lo tanto, con base en la evidencia en este trabajo de investigacion
decidimos estudiar los efectos del acido cafeico unido al TPP* con cuatro largos de
cadena alifatica: ocho, diez, once y doce carbonos (fig. 7), a fin de evaluar su
efecto, selectividad y determinar qué largos de cadena son viables para futuras

investigaciones.
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Figura 7: Estructura quimica de los cationes lipofilicos de acido cafeico unidos a cuatro
largos de cadena alifatica. a) CA-TPP*Cg b) CA-TPP*C,, c) CA-TPP*C,, d) CA-TPP*C,,.

Por todo ello, es que en este trabajo primero determinamos si los cationes
lipofilicos de &acido cafeico (CA-TPP?) presentaron actividad citotoxica y luego

evaluamos su efecto en la funcién mitocondrial.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
“Los cationes lipofilicos derivados de acido cafeico presentan actividad citotoxica a

través de la induccién de una disfuncidn mitocondrial en lineas celulares humanas
de carcinoma oral de células escamosas” (fig. 8).

@Mw@

ACIDO CAFEICO

TPP+

' PLASMA

w O~ CELULATUMORAL

A¥m entre matriz.
mitocondrial y espacio
intermembrana

Nucleo

’ Complejos Proteicos OXPHOS
Espacio Intermembrana i

Membrana Mitocondrial Interna
\—— Membrana Mitocondrial Externa

Figura 8: Representacion esquematica del mecanismo de accién postulado en la hipétesis
de trabajo. Elaboracion propia, basada en Bastidas, H., y cols. (2022).
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Objetivos

a) Objetivo General

Determinar la actividad citotdéxica y el efecto mitocondrial de cationes
lipofilicos de acido cafeico en lineas celulares tumorales orales.

b) Objetivos Especificos

1. Determinar la eficacia en la inhibicién de la viabilidad celular en
concentraciones crecientes de los derivados del acido cafeico en
lineas celulares CAL 27 y OECM 1.

2. Estudiar el efecto de derivados del acido cafeico sobre el
funcionamiento mitocondrial en lineas celulares CAL 27 y OECM 1.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales
a) Compuestos

La sintesis y caracterizacion de los derivados lipofilicos de acido cafeico
acido (3,4-Dihidroxifenil)-2-propenoico) unidos al grupo trifenilfosfonio fue obtenida
en una colaboracién del Dr Vicente Castro en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile junto al Dr José Jara perteneciente al
laboratorio de farmacologia para el desarrollo de antineoplasicos y antifungicos en
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Las distintas
configuraciones segun el largo de la cadena alifatica que une al 4cido cafeico con
el grupo trifenilfosfonio seran Bromuro de trifenil (8 ((3,4, dihidroxifenil) oxi) octil)
fosfonio (CA-TPP*Cg), Bromuro de trifenil (10-((3,4,-dihidroxifenil) oxi) -decil)
fosfonio (CA-TPP*C,,), Bromuro de trifenil (11 - ((3,4-dihidroxifenil) oxi) -undecil)
fosfonio (CA-TPP*Cy,), d .

b) Reactivos

Los reactivos detallados se presentan con la traduccion de su nombre:
medio de Eagle modificado por Dulbecco: alto en glucosa (DMEM) de Biological
Industries, Suero fetal bovino - inactivado con calor (FBS) de Biological Industries,
Solucién de Penicilina-Estreptomicina (cod. #03-031-1B) de Biological Industries,
Solucién Anfotericina B (cod. #03-028-1B) de Biological Industries, Piruvato de
Sodio 100 (mM) de Gibco, Bicarbonato Sodico 7,5% de Sigma Aldrich, Tripsina
EDTA Solucién A 0,25% y EDTA 0,02% de Biological Industries, Solucién salina
tamponada con fosfato PBS [1x] de MERCK, Dimetilsulféxido (DMSO) de Sigma
Aldrich, L-Glutamina de Sigma Aldrich, Ditionito de Sodio de Sigma Aldrich, MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) de Thermofisher, Ensayo
de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo® de Promega, Desacoplador de la

fosforilacidon oxidativa mitocondrial (CCCP) de Abcam.
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c) Lineas Celulares

Para los ensayos se utilizaron dos lineas celulares de carcinoma oral de
células escamosas, ambas provenientes de lengua como tejido primario OECM 1
y CAL 27, la segunda es resistente a cisplatino, actinomicina D y sulfato de
vindesina (tabla 1); y una linea celular no tumoral de fibroblastos primarios (FB).
Los fibroblastos orales fueron donados por la Dra. Ménica Caceres perteneciente

a la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Tabla 1: Caracterizacion de las lineas celulares de carcinoma oral de células escamosas utilizadas,
segun su ficha técnica.

Linea Nombre Tejido Diagnostico del | Género Etnia Fuente
Celular Canodnico Primario tejido
CAL 27 CAL 27 Lengua Carcinoma oral | Hombre | Caucasico | ATCC®
de células (56 CRL-2095
escamosas afnos) ™)
OECM 1 SCC 180 | Encia Carcinoma oral | Hombre | Taiwanés Sigma
de células Aldrich
escamosas
Métodos

a. Cultivos Celulares

Las células se mantendran en DMEM alto en glucosa (4,5 g/L de glucosa),
seran suplementadas con solucion penicilina-estreptomicina (1%), piruvato de
sodio (1%), anfotericina B (1%) y suero fetal bovino (FBS) (10%).

Para disponer de las células se descartdé el DMEM de las placas de cultivo
celular de 100x20 mm, se lavaron 3 veces con 1000 uL de PBS cada placa, se
tripsinizaron con 1000 uL por 30 minutos en el caso de la linea celular OCEM 1y
10 minutos para CAL 27, luego se inactivo la tripsina con 1000 uL de DMEM, a
continuacion se llevo todo el contenido de la placa de cultivo a un microtubo 1,5

mL y se centrifugd por 5 minutos a 5000 RPM, se descarto el sobrenadante y se
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resuspendieron las células en 1000 yL de DMEM, para proceder con el recuento

celular en la camara de Neubauer, y finalmente realizar cada experimento (fig. 9).

Descartar DMEM Lavado con 1000 uL PBS 1x 3 veces 1000 pL de Tripsina

Centrifugado de células

y resuspension en 1000
UM de DMEM en
microtubo 1,5 mL, se
toman 10 pMy se mezclan
con 10 pM de azul de

Inactivacion de Tripsina tripan en otro microtubo. Recuento de células en cémara de Neubauer en microscopio invertido
con 1000 y. de DMSO

Figura 9: Esquema del manejo con tripsina en las lineas celulares in vitro. Imagen de
elaboracién propia, complementada con imagen de camara de Neubauer obtenido de sitio web:
http://insilico.ehu.es/camara contaje/neubauer improved.php

b. Ensayo de Viabilidad Celular MTT

La viabilidad celular se evalu6é por medio del método colorimétrico MTT o
bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio. Se fundamenta en la
reduccion de una sal de tetrazolio (MTT) de color amarillo, por parte de las
oxidorreductadas mitocondriales y extramitocondriales a cristales de formazan de
color morado por las células metabdlicamente activas (reaccion autolimitada). Los
cristales de formazan insolubles se disolvieron utilizando DMSO vy la disolucién
coloreada resultante se cuantifico midiendo la absorbancia a 570 nandémetros en el
espectrofotometro multipocillos TECAN Infinitive 50. Cuanto mas oscura sea la

disolucion, mayor sera el numero de células metabolicamente activas viables.

En placas de 96 pocillos de fondo plano se sembraron 10.000 células de
cada linea celular en 100 yL de DMSO, se incubaron por 24 horas a 37° C°y 5%
CO.. Luego fueron tratadas a concentraciones crecientes de acido cafeico unido a
trifenilfosfonio (tabla 2) en sus 4 largos de cadena: CA-TPP*Cg CA-TPP*C,,


http://insilico.ehu.es/camara_contaje/neubauer_improved.php
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CA-TPP*C,, y CA-TPP*C,,, y acido cafeico. Cada ensayo fue realizado de manera

independiente al menos 3 veces y por triplicado cada vez.

Tabla 2: Concentraciones finales de los compuestos utilizados para realizar curvas dosis-respuesta
en ensayos de viabilidad celular.

C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 Cs8

CA-TPP* 0,1uM | 0,5uM 1 uM 3 uM 5uM 10 uM 25uM 50 uM

CA 1uM | 10pM | 25pM | 50puM | 75uM | 100 uM | 150 pM | 200 uM

Para el tratamiento con la linea celular OECM 1 con el compuesto
CA-TPP*Cg se debieron aumentar las concentraciones, puesto que a 50 uM no
presentod su total eficacia, quedando las concentraciones en un rango de 0,1 uM a
100 pM.

Tras 48 horas de tratamiento, se retird el compuesto de los pocillos, y se
colocaron 100 yL de MTT a concentracion 0,5 mg/mL durante 3 horas. Se
descart6 el sobrenadante, los cristales de formazan se solubilizan en 40 yL de
DMSO vy se agitaron por 15 minutos a 37° C° (fig. 10). La absorbancia visible fue
leida en el espectrofotometro y los resultados fueron expresados en curvas
sigmoideas dosis-respuesta semilogaritmicas graficadas en el programa
GraphPad Prism 9.
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Figura 10: Esquema del procedimiento para el ensayo de viabilidad celular con MTT. La
siembra se realiza en placas de 96 pocillos, un n corresponde a 9 filas por 3 columnas. El
tratamiento es posterior a 24 horas de crecimiento de las células, y el ensayo de viabilidad celular a
las 48 horas post aplicacion de los compuestos se realiza en 10 concentraciones por triplicado para
cadan.

c. Determinacion de los Niveles de ATP Intracelular

Para establecer el efecto del acido cafeico unido a trifenilfosfonio sobre el
ATP celular se utilizo el kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega, Madison, WI, EE. UU.) en las lineas celulares CAL 27 y OECM 1. Es un
método para realizar la cuantificacion de la produccién de ATP. El ensayo se
sustenta en las propiedades de una luciferasa termoestable (Ultra-Glo™
rLuciferase) que reacciona junto al ATP (autolimita la reaccién) con la luciferina
presente en las células para dar origen a oxiluciferina. Luego de la lisis celular da
origen a la generacion de una sefial luminiscente proporcional a la cantidad de

ATP presente.

En placas de 96 pocillos de fondo plano se sembraron 10.000 células, se
incubaron por 24 horas a 37 C°y 5% CO.. Pasado el tiempo las placas se trataron

con la mitad, el doble y el ICs en triplicado, concentraciones determinadas
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previamente mediante el ensayo de viabilidad celular; como control positivo se
utilizé CCCP [50 pM final] y negativo el DMSO.

Transcurridas las 24 horas se retird el farmaco contenido en DMEM, los
pocillos se lavaron con 20 pL de PBS 1x. Luego se anadieron 20 yL de PBS junto
a 20 uL del Kit-CellTiter Glo, se agitaron las muestras a 125 RPM por 2 minutos.
Finalmente, se transfirieron 30 yL a una placa de 96 pocillos blancos de fondo
plano, se esperd 15 minutos para estabilizar el compuesto, y se realizé la lectura
en el espectrofluorometro/luminémetro (fig. 11). Los resultados fueron ordenados

en Excel y expresados en graficos de barra agrupados en el programa GraphPad
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Figura 11: Esquema del procedimiento para el ensayo de viabilidad celular luminiscente Kit
CellTiter-Glo®.

d. Medicién del Consumo de Oxigeno

El efecto del acido cafeico unido a TPP* en el consumo de oxigeno y la
respiracion celular de las células tumorales OECM 1 se determind mediante un
electrodo de oxigeno Clark No. 5331 (Yellow Springs Instruments, Yellow Spring,

OH, EE. UU.) que se encuentra en una camara termorregulada sellada, la que
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tiene una concentracién de O, determinada por la presién atmosférica de la ciudad
de Santiago, acoplado a un monitor YSI modelo 53 conectado a un moddulo
DI-148U con interfase USB, basandose en la metodologia utilizada por Aguilera,

2016. Se utilizé el programa WinDagq para su registro (fig. 12).

a) Electrodo de oxigeno
Clark N°. 5331

Camara termorregulada

¢) Computador, con programa Windaq

b) Monitor YSI modelo 53

Figura 12: Esquema de los componentes del oxigrafo. A) Camara termorregulada con el
electrodo de Clark N° 5331 en posicién, el electrodo al momento de prepararlo se puede retirar, en
la parte superior se advierte un tornillo que también se extrae cuando se requiere lavar la camara,
se encuentra vinculado al B) Monitor YSI modelo 53 conectado a un médulo DI-148U con interfaz
USB, para conectarlo al C) computador y registrar la velocidad del consumo de O, con el programa
WinDaq.

La camara termorregulada se prepar6é en cada dia que se utilizé lavando
con agua destilada, tanto el electrodo como la camara, posterior a ello el electrodo
se secO y se dispensd una gota de KCI, para finalmente colocar una membrana de
“sensibilidad estandar”. La calibracion del oxigrafo, se realizé utilizando PBS a 25°
C°, fijando el 95% de O,, determinado por la presion atmosférica, tanto en el

programa WinDaq como en el monitor YSI modelo 53. A continuacién se calibro el
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“0% de O,” o cero experimental, utilizando ditionito de sodio. Posteriormente, se

lavd con agua destilada la camara y el electrodo.

En cada medicion se utilizaron 5 * 10° células, con el volumen
correspondiente a la cantidad de células en los microtubos 1,5 mL, se
centrifugaron por 3 minutos a 2500 RPM, se descarto el sobrenadante y por ultimo

se resuspendieron en 50 uL de PBS.

Para la medicién, en la camara se colocaron 550 uL de PBS a 25 C° al que
se le afadié L-glutamina para lograr una concentracion final de 16,6 yM como
sustrato, luego se colocaron las células que estan contenidas en 50 yL PBS y los
compuestos, estos ultimos en concentraciones que corresponden a la mitad, el
doble y el I1C5. Se determind el efecto de los cationes sobre la velocidad de
respiracion celular y se determind el porcentaje de inhibicion y/o aumento

comparando las mediciones con su respectivo control (DMSO).

e. Analisis Estadistico

Para todos los experimentos se realizaron al menos 3 experimentos
independientes cada uno en triplicado, y los resultados fueron expresados como el
promedio + desviacion estandar. Luego se comparan los promedios y sus
desviaciones estandar con el control para evaluar si son diferentes entre si. El
analisis de varianza y promedio se realizd utilizando ANOVA, y Excel. Los analisis
estadisticos se ejecutaran utilizando el software GraphPad Prism 9. Para todos los

experimentos, la significacion estadistica fue p <0,05.

En el ensayo de viabilidad celular, se utilizé un grafico de dispersion XY, los
valores fueron llevados a una escala semilogaritmica en el eje X, la que
representa la concentracion del compuesto aplicado, y el analisis de datos es
efectuado con ANOVA regresion no lineal, utilizando un modelo dosis-respuesta -

inhibidor de pendiente variable que analiza cuatro parametros. Para comparar
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entre los valores de IC5, entre los compuestos, en Graph Prism 9 se utilizaron los

valores netos (sin desviacion estandar) de cada ICs,.

Para la determinacion de los niveles de ATP intracelular, los datos se
trabajaron en Excel donde primero se calculd el promedio de la luminiscencia de
cada compuesto a cada concentracién, ademas de los controles. Posteriormente
se calculd el porcentaje de variacion respecto del DMSO (equivalente al 100%),
para realizar el analisis en Graph Prism 9. En Graph Prism 9 se utilizé un grafico
de columnas, con dos barras de agrupacion definidas por columnas vy filas, el tipo
de analisis estadistico ANOVA que se aplicd es unidireccional ordinario. Para
comparar si la variacion entre el ATP y la viabilidad celular con MTT tuvo una
variacion significativa, se utilizé un analisis agrupado ANOVA, bidireccional (o

modelo mixto).

En la medicion del consumo de oxigeno, WinDaq los datos son graficados
Graph Prism 9 en un grafico de dispersion XY, del que se obtiene la pendiente de
respiracion. Estas pendientes, luego son trabajadas en Excel, donde se calcula el
promedio de cada n y la desviacion estandar, en porcentaje. A continuacion, estos
datos son llevados a Graph Prism 9 mediante un grafico agrupado, ingresando los
datos de promedio, desviacion estandar y cantidad n; el que se analiza con

ANOVA unidireccional ordinario.
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RESULTADOS

1. Evaluacion de Viabilidad

La viabilidad celular fue evaluada en lineas celulares de carcinoma oral de
células escamosas resistente y no resistente a cisplatino: CAL 27 y OECM 1
respectivamente, y en fibroblastos normales mediante ensayo con el método
colorimétrico MTT, los resultados fueron expresados en curvas semilogaritmicas
dosis respuesta. La eficacia a las células tumorales fue determinada al comparar
la viabilidad celular a concentraciones crecientes de los compuestos entre el acido
cafeico y los cationes lipofilicos derivados del acido cafeico, ambos a 48 horas de

tratamiento.

1.1 Linea Celular CAL 27

El tipo de grafico con curva semilogaritmica dosis respuesta, nos permite
determinar a través de la curva si el compuesto fue eficaz, o sea, si produjo
respuesta bioldgica en este caso sobre la viabilidad celular: podemos observar
que todas las curvas llegan a cero en el eje Y, el que se corresponde con la
viabilidad celular, por lo tanto, los cuatro cationes lipofilicos derivados de acido
cafeico fueron eficaces, con una relacion concentracién dependiente en un rango
de 0,1 a 50 yM (fig. 13).

Al mismo tiempo, nos posibilita establecer mediante el analisis de datos la
concentracion necesaria para que se produzca un efecto equivalente al 50% del
efecto maximo, conocido como ICs,, a menor valor de 1Cs, mayor potencia del
compuesto, en el grafico se puede constatar como la curva que se encuentre mas
desplazada hacia la izquierda en el eje X. Por consiguiente, en la tabla 3 se

muestran los ICs, obtenidos para cada cation lipofilico de acido cafeico.
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Figura 13: Viabilidad celular en CAL 27 posterior a 48 de tratamiento con a) CA-TPP*C; b)
CA-TPP*C,, c) CA-TPP*C,, d) CA-TPP*C,,

Curvas semi-logaritmicas de concentracion efecto en la viabilidad celular en linea celular CAL 27
tratadas con concentraciones crecientes [0,1 a 50 uM] de cationes lipofilicos derivados de acido
cafeico (a) CA-TPP+Cs, (b) CA-TPP+C10, (c) CA-TPP+C11 y (d) CA-TPP+C12 respectivamente, a
48 hrs. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Tabla 3: Concentraciones de IC5;, en CAL 27 obtenidas a partir de ensayo colorimétrico MTT.

CAL 27 CA-TPP'C, CA-TPP*Cy, CA-TPP*C,, CA-TPP*C,,
ICs0 [UM] 2,956 + 1,48 1,979 + 0,4 0,6024 +0,07 | 1,447 +0,17
= |Cso [UM] 3 2 0,5 15
5 0,9131 0,9584 0,8773 0,9317

Los valores fueron obtenidos del promedio de tres experimentos independientes mas su desviacion
estandar. = ICy, es la aproximacion del resultado del ICg, utilizada para realizar los ensayos. r?
representa el promedio del ajuste lineal.
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El largo de cadena alifatica con mas potencia fue el de once carbonos
(CA-TPP*Cy,) (fig. 13 — c); a la vez es el compuesto que tiene la menor desviacién
estandar (tabla 3). CA-TPP*Cg; fue el menos potente y presenta la mayor

dispersién entre sus datos.

Entre los cuatro cationes lipofilicos derivados del acido cafeico solo
CA-TPP*C,,; y CA-TPP*C, presentan una diferencia estadisticamente significativa
entre sus valores de ICy, al realizar la evaluacion estadistica, con un valor de P <
0,05 (fig. 14).

CA-TPP*C; CA-TPP*C,, CA-TPP*C,, CA-TPP*C,,

Figura 14: Comparacion estadistica de los valores de IC;,en CAL 27.

Nota: *p< 0,05 indica una diferencia significativa entre las concentraciones de ICs, entre
CA-TPP+Cs y CA-TPP+C11. El valor de p fue calculado usando el analisis de varianza bidireccional
(ANOVA).

El acido cafeico se observa mucho menos eficaz que las moléculas
estudiadas, ya que a 200 uM se observa una eficacia de aproximadamente un
20% de citotoxicidad (fig. 15). Aunque no se calcul6 el valor de IC5, para el acido
cafeico, es evidente que este es menos potente que los derivados de acido cafeico
unidos a TPP~.



31

CAL 27

250-

200-

150

=
(=
Q
:I

%Viabilidad Celular
(4]
(=]
]

o

T 1 ] | 1
50 100 150 200 250

[Acido Cafeico]

o

Figura 15: Viabilidad celular en CAL 27 posterior a 48 de tratamiento con Acido Cafeico.

Curva lineal de concentracion efecto en la viabilidad celular en linea celular CAL 27 tratadas con
concentraciones crecientes [1 a 200 uM] de acido cafeico a 48 hrs. Cada ensayo se realiz6 por
triplicado. Se obtuvo del promedio de dos ensayos independientes (F33, F34).

1.2 Linea Celular OECM 1

Respecto a la linea celular OECM 1 se advirtio al igual que en CAL 27, una
disminucién de la viabilidad celular concentracion dependiente como efecto de los

cuatro cationes lipofilicos derivados de acido cafeico (fig. 16).
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Figura 16: Viabilidad celular en OECM 1 posterior a 48 de tratamiento con a) CA-TPP*C; b)
CA-TPP*C,, c) CA-TPP*C,, d) CA-TPP*C,,,

Curvas semi-logaritmicas de concentracion efecto en la viabilidad celular en linea celular OECM 1
tratadas con concentraciones crecientes [0,1 a 50 uM] de cationes lipofilicos derivados de acido
cafeico (a) CA-TPP+Cs, (b) CA-TPP+C10, (c) CA-TPP+C11 y (d) CA-TPP+C12 respectivamente, a
48 hrs. Cada ensayo se realizo por triplicado.

Para CA-TPP*C,,, CA-TPP*C,; y CA-TPP*C,, se observd una eficacia del
100% a la concentracion de 50 uM; no obstante, CA-TPP*Cg fue el unico cation
lipofilico en el que se tuvo que aumentar la concentracién final de 50 uM a 100 uM

para tener una eficacia del 100%.

En relacion al 1C5, como se puede observar en la tabla 4, OECM 1 se
condice con CAL 27 en que CA-TPP*C; presentd el mayor valor, el orden de los
demas largo de cadena fue CA-TPP*C,,, CA-TPP*C,,y finalmente CA-TPP*C,, La
diferencia entre sus concentraciones inhibitorias del 50% varian en rangos de

unidad, mas no resultan significativas entre si (p > 0,05) (ver anexo 4).
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Tabla 4: Concentraciones de IC5;;, en OECM 1 obtenidas a partir de ensayo colorimétrico MTT.

OECM 1 CA-TPP'C, CA-TPP*C,, CA-TPP*C,, CA-TPP*C,,
ICso [UM] 14,49 + 2.62 11,3 + 3.64 11,55 + 5.19 9,96 + 4.85
= 1Cso [UM] 15 1 12 10
2 0,9445 0,9667 0,9568 0,9582

Los valores fueron obtenidos del promedio de tres experimentos independientes mas su desviacion
estandar. = IC4, es la aproximacion del resultado del ICg, utilizada para realizar los ensayos. r?
representa el promedio del ajuste no lineal.

Sobre al acido cafeico, la concentraciéon 200 uM tuvo una eficacia maxima
aproximada de un 20% sobre la viabilidad celular (fig. 17), si bien tuvo efecto

citotéxico tampoco se pudo establecer su IC5, con las concentraciones evaluadas.

OECM 1

150
| =
©
S
8 100
°
©
2
§ 50-
>
<

0 | | | | |
0 50 100 150 200 250
[Acido Cafeico]

Figura 17: Viabilidad celular en OECM 1 posterior a 48 de tratamiento con Acido Cafeico.
Curva lineal de concentracion efecto en la viabilidad celular en linea celular OECM 1 tratadas con
concentraciones crecientes [1 a 200 uM] de acido cafeico a 48 hrs. Cada ensayo se realizd por
triplicado. Se obtuvo del promedio de tres ensayos independientes (F8, F9, F11).
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Para ambas lineas celulares los resultados coinciden en que los cationes
lipofilicos tienen efecto citotoxico con un 100% de efectividad, asi mismo tanto en

CAL 27 como en OECM 1 el compuesto con menor potencia fue CA-TPP*Cs.

Al comparar los valores de ICs, advertimos que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre CAL 17 y OECM 1 para el mismo compuesto
(fig.18), ahora esta no es relevante puesto que se encuentra dentro del mismo

rango de magnitud.

Comparacién de ICg,
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Figura 18: Comparacion estadistica

de los valores de IC;, entre las dos
lineas celulares tumorales orales.

[1=cAL27 | [2=scc 180]

Nota: *p< 0,05, **p< 0,01 indica una diferencia significativa entre las concentraciones de ICs,
obtenidas para cada catién lipofilico de acido cafeico en las lineas celulares de CAL 27 y OECM 1,
respectivamente. El valor de p fue calculado usando el analisis de varianza ANOVA de dos vias (o0
modelo mixto).

1.3 Linea Celular de Fibroblastos

Los cuatro cationes lipofilicos de acido cafeico fueron citotoxicos en los

fibroblastos, con una eficacia concentracion-dependiente [0,1 a 50 uM] (fig. 19).

Referente al IC5, se puede ver en la tabla 5 que sus concentraciones fueron
similares a las obtenidas con la linea celular tumoral OECM 1. El compuesto con
menor potencia fue CA-TPP*Cg al igual que en las células tumorales, y el

compuesto con mayor potencia su CA-TPP*C,,
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Figura 19: Viabilidad celular en fibroblastos posterior a 48 de tratamiento con a) CA-TPP*C,
b) CA-TPP*C,, c) CA-TPP*C,, d) CA-TPP*C,,,
Curvas semi-logaritmicas de concentracion efecto en la viabilidad celular en linea celular
FIBROBLASTOS ORALES tratadas con concentraciones crecientes [0,1 a 50 uM] de cationes

lipofilicos derivados de acido cafeico (a) CA-TPP+Cs, (b) CA-TPP+C1o0,

(c) CA-TPP+C11 y (d)

CA-TPP+C12 respectivamente, a 48 hrs. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Tabla 5: Concentraciones de IC5, de fibroblastos obtenidas a partir de ensayo colorimétrico MTT.

FB CA-TPP*C,q CA-TPP*Cy, CA-TPP*C,, CA-TPP'C,
ICs0 [UM] 14,66 + 6,84 9,79+ 0,84 12,47 £ 6,5 10,91 + 11,46
r2 0,9563 0,9709 0,9509 0,9108

Los valores fueron obtenidos del promedio de al menos dos experimentos independientes mas su

desviacion estandar. r? representa el promedio del ajuste lineal.
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El acido cafeico no mostro efecto citotdéxico en las células de fibroblastos,
en la figura 20 se puede apreciar que la viabilidad celular se encuentra aumentada
(fig. 20). Por consiguiente, exhibié un comportamiento distinto en células sanas

versus células tumorales orales.
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Figura 20: Viabilidad celular en fibroblastos posterior a 48 de tratamiento con Acido Cafeico.
Curva lineal de concentracion efecto en la viabilidad celular en linea celular FIBROBLASTOS
ORALES tratadas con concentraciones crecientes [1 a 200 uM] de acido cafeico a 48 hrs. Cada
ensayo se realizo por triplicado. Se obtuvo del promedio de tres ensayos independientes (P4, P5,
P6).

Se calcul6 el indice de selectividad de cada largo de cadena de los cationes
lipofilicos de acido cafeico, con la linea celular no tumoral frente a ambas lineas
celulares tumorales CAL 27 y OECM 1, mediante la razén de sus I1C5, obtenidos

en los ensayos previos (tabla 6).
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Tabla 6: indice de selectividad de los cationes lipofilicos derivados de acido cafeico a 48 horas de

tratamiento.

Compuestos
CA-TPP*C, CA-TPP*C,, CA-TPP*C,, CA-TPP*C,,
FB/CAL 27 4,97 4,94 20,7 7,54
FB/ OECM 1 1,02 -0,87 1,08 1,09

Los derivados que presentaron mayor selectividad fueron CA-TPP*C,, vy
CA-TPP*C,,, siendo el primero el mas selectivo de toda la serie. Entre CA-TPP*C,

y CA-TPP*C,,no hubo una diferencia significativa en su selectividad.

CA-TPP*C,, tuvo un valor de selectividad negativo entre OECM 1y los FB,
lo que indica que el compuesto tiene mayor afinidad por las células no tumorales

que no son resistentes al cisplatino.

2. Evaluacion del contenido de adenosin trifosfato.

Con el propdsito de conocer si los compuestos estudiados inhiben el
contenido y/o la sintesis de ATP intracelular, se determinaron los niveles de ATP
intracelular mediante el Kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay. Su
control negativo fue DMSO, que corresponde al vehiculo de los compuestos. Para
el control positivo se utilizé un desacoplante de la fosforilacion oxidativa

mitocondrial (CCCP) que inhibié la produccién de ATP.

El ensayo se realizdé a 24 horas de tratamiento, y para establecer que la
disminucién de ATP se debiera unicamente a una reduccidén en su produccion y no
a la disminucion en la cantidad de células vivas, se realizé un ensayo de viabilidad

celular con MTT en las mismas condiciones del ensayo de ATP.
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Los resultados obtenidos del Kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay fueron trabajados para ser expresados en porcentaje de cantidad de ATP
intracelular, y los resultados del ensayo de viabilidad celular con MTT también
fueron expresados en porcentaje de cantidad de células vivas. Esto con el fin de
posteriormente poder comparar el contenido de ATP intracelular respecto de la
cantidad de células vivas, ya que ambos son ensayos de viabilidad celular con un

fundamento diferente.

2.1 Linea Celular CAL 27

A continuacion, se presentan los graficos obtenidos tras el tratamiento con
el ICy, la mitad y el doble para CAL 27 al medir el contenido de ATP intracelular
(fig 21A, 22A, 23A y 24A) y el ensayo de control de la viabilidad celular realizado
con MTT (Figura 21B, 22B, 23B y 24B), también se afiadi6 un grafico que compara
estadisticamente ambos valores (fig. 21C, 22C, 23C y 24C), para los cuatro largos

de cadena de los cationes lipofilicos de acido cafeico, respectivamente.
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Figura 21: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24
horas de tratamiento con CA-TPP*C; C) Comparacion entre ambas variaciones de viabilidad.
El grafico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el grafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacion
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentraciéon de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F34, F19, F18, F20
(4n); y para MTT fueron F19 y F20 (2n). *P<0,01 ***P<0,001 ****P<0,0001

Los porcentajes de variacion del contenido de ATP intracelular luego del
tratamiento CA-TPP*C; respecto del control negativo fueron 79,3% en 1,5 uM,
68% en 3 uM y 44,7% en 6 pM (fig. 21A) y de la viabilidad fueron 120,5% en 1,5
MM, 63,4% en 3 uM y 73,3% en 6 pM (fig.21B), respectivamente. Sobre la
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diferencia aritmética entre el ATP y el MTT, a concentracién 1,5 uM la disminucién
fue de 41,2%, a 3 uM hubo un aumento del ATP de 4,6% y a 6 uM la disminucién
del ATP fue de 28,6%.

CAL 27 CA-TPP*C,,
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Figura 22: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24
horas de tratamiento con CA-TPP*C,, C) Comparacion entre ambas variaciones de
viabilidad.

El gréfico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el grafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacién
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentracion de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F34, F19, F18, F20
(4n); y para MTT fueron F19 y F20 (2n). *P<0,05 ****P<0,0001
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Los porcentajes de variacién del contenido de ATP intracelular luego del
tratamiento CA-TPP*C,, respecto del control negativo fueron 90,7% en 1 uM,
65,4% en 2 uM y 52,3% en 4 pM (fig. 22A) y de la viabilidad fueron 81,6% en 1
MM, 73,8% en 2 uM y 62,1% en 4 pM (fig. 22B), respectivamente. La diferencia
aritmética entre el ATP y MTT a concentracién 1 yM fue un aumento del ATP de

9,1%, a2 uyM y a 4 yM una disminucion del 8,4% y 9,8% respectivamente.

En CA-TPP*Cy; a concentracién 1,5 uyM se evidencia un aumento de la
cantidad de células vivas y al doble del IC5, se aprecié una disminucién del ATP.
CA-TPP*C,, disminuyé el contenido de ATP con el IC5, y su doble, demostrado con
una resta de los valores netos. En ambos compuestos, la variacién del contenido

de ATP respecto a la viabilidad celular no fue estadisticamente significativa.
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Figura 23: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24
horas de tratamiento con CA-TPP*C,;, C) Comparacion entre ambas variaciones de
viabilidad.

El grafico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el grafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacién
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentracion de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F34, F19, F18, F20
(4n); y para MTT fueron F19 y F20 (2n). ****P<0,0001

Los porcentajes de variacién del contenido de ATP intracelular luego del
tratamiento CA-TPP*C,, fueron 99,7% en 0,25 pM, 84,6% en 0,5 uMy 57,8% en 1
MM (fig. 23A) y de la viabilidad fueron 101,3% en 0,25 pM, 79,9% en 0,5 uM y
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57,8% en 1 uM (fig. 23B), respectivamente. La diferencia entre el ATP y MTT de
0,25 uM fue una disminucién de 1,6%, en 0,5 uM un aumento de 4,7 ya 1 uM no

hubo diferencia.
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Figura 24: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24

horas de tratamiento con CA-TPP*C,,

viabilidad.

C) Comparacion entre ambas variaciones de

El grafico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el gréafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacién
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentracion de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F34, F19, F18, F20
(4n); y para MTT fueron F19 y F20 (2n). ****P<0,0001
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Los porcentajes de variacion del contenido de ATP intracelular luego del
tratamiento CA-TPP*C,, fueron 57,4% en 0,75 uM, 50,2% en 1,5 uM y 36,5% en 3
MM (fig. 24-A.1) y de la viabilidad fueron 71,7% en 0,75 uM, 57,8% en 1,5 uM y
43,7% en 3 UM (fig. 24-A.2), respectivamente. La diferencia aritmética en 0,75 yM
fue de una disminucién de 14%, en 1,5 uM de 7,6% y en 3 uM de 7,2% entre el
MTT y ATP.

CA-TPP*C,; fue el que tuvo menor diferencia entre el ATP y MTT, y
CA-TPP*C,, fue el unico que tuvo disminucion del contenido de ATP en las tres
concentraciones evaluadas, ambas comparaciones hablando en términos
aritméticos. La disminucion del contenido de ATP en estos compuestos tampoco

fue estadisticamente significativa.

Finalmente, aunque en las figuras 21A, 22A, 23A, y 24A se aprecia una
disminucién estadisticamente significativa del contenido de ATP intracelular, al
comparar esta disminucién con el ensayo de viabilidad MTT (21B, 22B, 23B y
24B), podemos apreciar que la reduccién de ATP se debié a que disminuyeron la
cantidad de células vivas y no a que hubiese menor produccion de ATP. En
consecuencia, en la linea celular tumoral oral resistente a cisplatino CAL 27 los
cuatro largos de cadena alifatica de los cationes lipofilicos de acido cafeico no

tuvieron un efecto estadisticamente significativo.

2.2 Linea Celular OECM 1

Con OECM 1 se realiz6é el mismo sistema de ensayos que con CAL 27, con
tratamiento a concentracién 1Cs,, la mitad y el doble, los resultados se muestran
respectivos al largo de cadena, desde menor valor a mayor valor, con el mismo

formato antes presentado (fig. 25, 26, 27 y 28).
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OECM 1 CA-TPP*C,
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Figura 25: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24
horas de tratamiento con CA-TPP*C; C) Comparacion entre ambas variaciones de viabilidad.
El grafico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el grafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacion
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentracién de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F13, F15, F16 (3n);
y para MTT fueron F8 y F9 (2n). *P<0.01 ****P<0,0001.

Los porcentajes de variacion en CA-TPP*Cg respecto del control negativo
del contenido de ATP fueron 61,7% en 7,5 uM, 59,3% en 15 uM y 26% en 30 uM
(fig. 25A) y de la viabilidad fueron 69,5% en 7,5 pM, 56,4% en 15 pM y 32,8% en
30 uM (fig. 25B), respectivamente. La diferencia aritmética entre el MTT y el ATP a
concentracion 7,5 pM fue una disminucion de 7,8%, a 15 yM hubo un aumento del
ATP de 2,9% y a 30 uM la disminucion del ATP fue de 6,8%.
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Figura 26: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24
horas de tratamiento con CA-TPP*C,, C) Comparacion entre ambas variaciones de
viabilidad.

El gréafico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el grafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacion
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentracion de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F13, F15, F16 (3n);
y para MTT fueron F8 y F9 (2n). **P<0,01 ****P<0,0001

Los porcentajes de variacion de CA-TPP*C,, respecto del control negativo
del contenido de ATP fueron 71% en 5,5 pM, 59,3% en 11 uM y 38,7% en 22 uM
(fig. 26A) y de la viabilidad fueron 58,7% en 5,5 uM, 51,7% en 11 uM y 36,1% en
22 uM (fig. 26B), respectivamente. La diferencia aritmética entre el MTT y el ATP a
concentracion 5,5 yM y 11 uyM fue un aumento de 12,3% y 7,6%, a 22 uyM fue una
disminucion del ATP de 2,6%.
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Figura 27: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24
horas de tratamiento con CA-TPP*C,;, C) Comparacion entre ambas variaciones de
viabilidad.

El grafico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el grafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacién
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentracion de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F13, F15, F16 (3n);
y para MTT fueron F8 y F9 (2n). **P<0,01 ***P<0,001 ****P<0,0001

Los porcentajes de variaciéon de CA-TPP*C,, respecto del control negativo
del contenido de ATP fueron 60% en 6 uM, 44,7% en 12 uM y 2% en 24 uM (fig.
27A) y de la viabilidad fueron 56,5% en 6 uM, 37,2% en 12 uyM y -0,7% en 24 uyM
(fig. 27B), respectivamente. La diferencia aritmética de 6 yM, 12 yM y 24 uM fue

un aumento de 3,5%; 7,5% y 2,7% respectivamente.
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Figura 28: A) Contenido de ATP intracelular B) Viabilidad celular, ambos en CAL 27 a 24
horas de tratamiento con CA-TPP*C,, C) Comparaciéon entre ambas variaciones de
viabilidad.

El grafico de barras A representa el contenido de ATP intracelular en porcentaje luego de 24 horas
de tratamiento, el grafico de barras B representa la cantidad de células metabdlicamente activas en
porcentaje luego de 24 horas de tratamiento. El grafico de barras C representa la comparacion
estadistica entre el contenido de ATP intracelular y la viabilidad celular, en porcentaje a la misma
concentracion de trabajo. Los pasajes utilizados para determinar el ATP fueron F13, F15, F16 (3n);
y para MTT fueron F8 y F9 (2n). ***P<0,001 ****P<0,0001

Los porcentajes de variacion de CA-TPP*C,, respecto del control negativo
del contenido de ATP fueron 59,3% en 5 uM, 48% en 10 uM y 2% en 20 uM (fig.
28A) y de la viabilidad fueron 56,5% en 5 uM, 43,7% en 10 uM y 1,06% en 20 uM
(fig. 28B), respectivamente. La diferencia entre el MTT y ATP de 5 uM, 10 uM y 20
MM un aumento de 2,8%, 4,3% y 0,94%.
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En general, se observa que a todas las concentraciones siempre hay
disminucién tanto de la cantidad de ATP como de la viabilidad celular, situacion

que no fue asi con CAL 27.

Tal como ocurri6 con CAL 27, en OECM 1 no hubo una diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de ATP intracelular luego del
tratamiento por 24 horas con los cationes lipofilicos de acido cafeico (fig. 25-B,
26-B, 27-B y 28-B), lo que implica que el efecto citotdéxico de los cationes lipofilicos
de acido cafeico puede deberse a que actua a otro nivel molecular; o bien, si es
que ejerce inhibicion de la fosforilacion oxidativa la produccién de ATP es
compensada mediante el proceso de glicdlisis u otros mecanismos descritos

previamente.

3. Medicion del consumo de Oxigeno

Se midié el consumo de oxigeno de las células tumorales OECM 1, luego
de la aplicacion inmediata del compuesto mediante la determinacion de la
pendiente de velocidad de consumo de oxigeno (fig. 29). A fin de establecer esta
velocidad basal detectada por el electrodo para cada dia en que se realizé el
experimento, se realiz6 un control del consumo de oxigeno soélo con células en
PBS y luego con DMSO.

Se constato la respiracion celular mediante el cambio de pendiente, que es
representativa de un cambio en la velocidad del consumo de oxigeno. En cada
cation lipofilico de acido cafeico se utilizaron tres concentraciones: ICs,, 72 ICs, y el
2 1Cs.
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Figura 29: Grafico representativo de la pendiente de la velocidad de consumo de oxigeno
obtenida con OECM 1 tras el tratamiento con CA-TPP*C; En este grafico se observa el extracto de

la curva utilizado para el célculo de la pendiente de la velocidad del consumo de oxigeno, para el analisis
posterior de los datos.

Las graficas de velocidad de consumo de oxigeno se expresaron en
porcentaje, obtenido mediante la pendiente de la recta del DMSO como la
velocidad consumo de oxigeno normal versus la pendiente de la recta de cada
compuesto. Los resultados sobre 100% indican que aumentd la velocidad de
consumo de oxigeno, los resultados bajo ella muestran una disminucién de la

velocidad de consumo.

3.1 Linea Celular OECM 1

CA-TPP*Cg presenta en sus tres concentraciones un aumento del consumo
de O,. Las concentraciones que son estadisticamente significativas son la mitad y
el doble del ICs, (fig. 30).
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Figura 30: Relacion de consumo de oxigeno en OECM 1 luego del tratamiento CA-TPP*C;
con respecto al control negativo.

El grafico de barras representa el porcentaje de consumo de oxigeno utilizado de las células
tumorales OECM 1, luego del tratamiento con el catién lipofilico CA-TPP*Cg utilizando como control
negativo el DMSO. El promedio de velocidad de consumo de oxigeno de 7,5 uyM es 166%
(Desviacion estandar (DE)=19%), de 15 uM es 129% (DE=26%)y 30 uM es 149% (DE=10%). Las
barras fueron obtenidas con 3n de distintos dias con un pasaje entre F11 a F19. *P<0,05 **P<0,01

CA-TPP*C,, presentd una diferencia significativa solo con su concentraciéon
ICs, con respecto al control, sin embargo, entre sus concentraciones no tuvo

diferencias estadisticamente significativas (fig. 31).
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Figura 31: Relacion de consumo de oxigeno en OECM 1 luego del tratamiento CA-TPP*C,,
con respecto al control negativo.

El grafico de barras representa el porcentaje de consumo de oxigeno utilizado de las células
tumorales OECM 1, luego del tratamiento con el catién lipofilico CA-TPP*C,, utilizando como
control negativo el DMSO. El promedio de velocidad de consumo de oxigeno de 5,5 uM es 130%
(DE=12%), de 11 uM es 147% (DE=17%) y 22 yM es 129% (DE=26%). Las barras fueron
obtenidas con 3n de distinto dia con un pasaje entre F11 a F19. *P<0,05

CA-TPP*C,, tiene un aumento significativo del consumo de O, con respecto
al control negativo en sus tres concentraciones (fig.32). Ahora, entre los
compuestos el aumento es significativo entre 6 uM y 24 pM (P<0,001), y 12 uM

con 24 uM (P<0,01), por lo que no hubo variacion entre la mitad del ICs, y el I1Cs.
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Figura 32: Relacion de consumo de oxigeno en OECM 1 luego del tratamiento CA-TPP*C,,
con respecto al control negativo.

El grafico de barras representa el porcentaje de consumo de oxigeno utilizado de las células
tumorales OECM 1, luego del tratamiento con el cation lipofilico CA-TPP*C,, utilizando como
control negativo el DMSO. El promedio de velocidad de consumo de oxigeno de 6 uM es 152%
(DE=31%), de 12 uM es 153% (DE=27%) y 24 uM es 237% (DE=11%). Las barras fueron
obtenidas con al menos 3n de distinto dia con un pasaje entre F11 a F19. *P<0,05 ****P<0,0001

El aumento del consumo de O, solo fue estadisticamente significativo en
CA-TPP*C,, para 5 uM, entre los compuestos hubo diferencias significativas entre
5 uM con 10 yM (P<0,05) y 5 yM con 20 uM (P<0,05) (fig. 33). Sin embargo, solo
con los valores netos se observa que a mayor concentracion hay un menor

consumo de O,.
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Figura 33: Relacion de consumo de oxigeno en OECM 1 luego del tratamiento CA-TPP*C,,
con respecto al control negativo.

El grafico de barras representa el porcentaje de consumo de oxigeno utilizado de las células
tumorales OECM 1, luego del tratamiento con el cation lipofilico CA-TPP*C,, utilizando como
control negativo el DMSO. El promedio de velocidad de consumo de oxigeno de 5 uyM es 215%
(DE=41%), de 10 uM es 141% (DE=29%) y 20 uM es 130% (DE=22%). Las barras fueron
obtenidas con al menos 3n de distinto dia con un pasaje entre F11 a F19. ***P<0,001
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DISCUSION

Viabilidad celular y eficacia de los derivados del acido cafeico en lineas
celulares tumorales orales y no tumorales

La lipofilicidad es fundamental para la biodisponibilidad de un farmaco, pues
si este no es capaz de atravesar membranas bioldgicas no podra llegar a su sitio
de accién, es por ello por lo que el acido cafeico ha sido estudiado en cancer
predominantemente en su forma esterificada (Kuo, Y. Y y cols, 2013; Lee, Y. Ty
cols, 2005; Peng, C. Y y cols, 2012; Chung, L. C y cols, 2017; Kuo, Y. Y y cols,
2015; Yu, H. J. y cols, 2017; Alam, M. y cols, 2022). Respecto al tratamiento con el
derivado lipofilico CAPE en estudios in vitro con carcinoma oral de células
escamosas en ensayos de viabilidad realizados con MTT, Kuo, Y. Y y cols bajo la
hipotesis de que CAPE provoca una inhibicion del crecimiento celular y la
detencion del ciclo celular en la fase G1, obtuvieron en su trabajo llevado a cabo
con la linea celular TW 2.6 un IC5, para 24 horas de tratamiento de 83,8 uM; a las
48 horas de 46,6 uM, y de 18,8 uM a las 96 horas de tratamiento (Kuo, Y. Y y cols,
2013). Siendo este ultimo, el valor mas cercano a nuestros resultados. Lee, Y. Ty
cols por su parte obtuvieron en las lineas celulares SAS (COCE proveniente de
lengua) y OECM 1 a 24 horas un ICs, de 129 + 42 yM y 159,2 + 7,2 uM
respectivamente. A su vez, ellos trabajaron con fibroblastos obtenidos de muestras
orales, y hallaron que CAPE no tiene efecto citotoxico hasta 100 uM (Lee, Y. Ty
cols, 2005). Peng, C. Y y cols, en su estudio determinaron si CAPE a
concentraciones no citotoxicas atenuaban la migracion e invasion celular,
estableciendo que en la linea celular SCC-9 (COCE proveniente de lengua) no hay
efecto sobre la viabilidad celular con concentraciones entre [0-40 uM] a las 24 y 48
horas (Peng, C. Y y cols, 2012). Chung, L. C y cols, también trabajaron tanto con
OECM 1, como con SAS (TWO04), y mediante el ensayo de viabilidad celular
CyQuant encontraron que con 30 pM se inhibe el crecimiento celular entre un 25%
y 22% (Chung, L. C y cols, 2017). De manera que, podemos establecer que los
derivados lipofilicos de acido cafeico efectivamente presentan mayor potencia en
el tratamiento de COCE en lineas celulares resistentes [0,5-3 uM] y no resistentes

a cisplatino [10-15 pM].
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La discrepancia entre las concentraciones inhibitorias medias se debe a la
focalizacion mitocondrial, donde TPP* en efecto es capaz de dirigir el acido cafeico
al interior de las células, para luego estos cationes lipofilicos de acido cafeico ser
secuestrados por la matriz mitocondrial. Conviene destacar que TPP* ha
demostrado ser una molécula segura para su uso en humanos en estudios
realizados con el antioxidante MitoQ (Zielonka, J. y cols, 2017); sin embargo, tiene
actividad biolégica sobre la OXPHOS a través de la inhibicion de la cadena
respiratoria y la disminucion del potencial de membrana mitocondrial, con una
correlacién entre el largo de cadena y su eficacia (Trnka, J. y cols, 2015; Reyli, C.
y cols, 2013). Respecto a la inhibicion de la OXPHOS, tiene efectos perjudiciales
so6lo en condiciones donde el metabolismo y eliminacién de farmacos se encuentra
al minimo, lo que es poco probable de que ocurra en condiciones que no sean
experimentales (Reyli, C. y cols, 2013), es por ello y con miras hacia el futuro que
se debera tener en consideracion si se desea utilizar esta molécula en conjunto
con Cisplatino o posterior a él, puesto que es conocido su efecto adverso de
nefrotoxicidad (Ghosh, S., 2019; Crona, D. J. y cols, 2017).

Un compuesto farmacoforo que ha sido acoplado con TPP* en los mismos
largos de cadena alifatica utilizados en este trabajo es el acido galico (fig. 34)
(Jara, J. A. y cols, 2014).

a. b.
HO
HO OH

HO

HO OH

Figura 34: Comparacion de las estructuras quimicas entre el a. acido galico y b. acido
cafeico.

Jara, J. A. y cols analizaron el efecto del acido galico unido a trifenilfosfonio,

con los mismos largos de cadena alifatico con los que trabajamos nosotros, en
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células de adenocarcinoma mamario de ratdon no resistentes y resistentes a
quimioterapia, y en leucemia humana. Obtuvieron valores de IC5, en un rango de
concentraciones entre [0,38 + 0,02 uM — 34,6 + 0,02 uM]. Al comparar, ambos
farmacoforos coinciden en que TPP*C; es el compuesto menos citotéxico. Por el
contrario, GA-TPP*C,, resulté ser el mas potente en las lineas celulares tumorales
y TPP*C,, en lineas tumorales y no tumorales, en cambio, en este trabajo el largo
de cadena de diez carbonos resultd ser el mas citotoxico para los fibroblastos, y el
largo de doce carbonos el mas citotoxico en las lineas celulares tumorales. Si bien
CA-TPP*C;, no fue el mas potente en CAL 27, si lo fue en OECM 1, y dado que
las concentraciones de esta ultima son mayores es la que se utilizaria para futuras
investigaciones. Por lo tanto, las diferencias en el comportamiento de estos

compuestos se deben probablemente al grupo farmacéforo.

Referente al tratamiento en lineas tumorales orales con cationes lipofilicos
deslocalizados de 4&acido cafeico, actualmente solo existe un trabajo de
investigacion no publicado perteneciente a este laboratorio en el que probaron
CA-TPP*Cg y CA-TPP*C,, en CAL 27 donde obtuvieron concentraciones de ICs, a
48 horas de tratamiento de 1,6 + 0,5 uM en TPP*Cgz y 0,9 + 0,7 uM en TPP*C,,
(Escobar, B y cols, 2020), mientras que en este estudio obtuvimos un ICs, en la
misma linea celular de 2,9 + 1,48 uM y 1,98 + 0,4 uM, por consiguiente los
resultados son coincidentes debido a que se encuentran dentro del mismo rango
de magnitud, y ambos coinciden en que CA-TPP'C; es menos potente que
CA-TPP*C,,.

Dado que los resultados de CAL 27 se repiten en dos estudios, seria
interesante realizar un ensayo en combinacion de CA-TPP” junto a cisplatino con
la finalidad de evaluar si estos compuestos presentan un efecto sinérgico o aditivo
entre si, ya que una disminucidon de concentraciones en el tratamiento con
cisplatino podria significar disminuir sus efectos adversos (nefrotoxicidad,

mucositis) permitiendo al paciente una mejor calidad de vida futura.

Li, J. y cols el afio 2017 trabajaron sintetizando derivados de los acidos

hidroxicinamicos: p-cumarico (p-CoA), cafeico (CaA) (fig.35), ferulico (FA) y acido



57
cinamico (CA) que conjugaron con el cation trifenilfosfonio (Li, J. y cols, 2017).
Para evaluar viabilidad celular utilizaron el método Sulforhodamina B (SRB) que
estima el numero de células indirectamente midiendo el contenido total de
proteinas, el fundamento de utilizar esta técnica se basa en que previamente
evaluaron como se reducian los niveles de peréxido de hidrogeno, y determinaron
que los MitoCaA, MitoFA y MitoCoA aumentaron significativamente las actividades
de enzimas antioxidantes (GSH-P y CAT) (Li, J. y cols, 2017), por lo que los
MitoHCA al dirigirse a la mitocondria interfieren con el ensayo MTT, el que como
se menciona en la metodologia se basa en la reduccion de una sal de tetrazolio
(MTT), por parte de las oxidorreductasas mitocondriales y extramitocondriales por

parte de las células metabdlicamente activas (reaccidén autolimitada).

O o ﬁ::* @ o
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MioCA: R'=R?*=H Mitop-CoA: R'=H, R™=0H

MitoCad' R'=R?=0H MitoFA: R'=0CH. R®=0H

Figura 35: Estructuras quimicas MitoHCA de Li, J., y cols.

Por tanto, Li, J. y cols evaluaron la actividad antiproliferativa tras el
tratamiento a 24 horas y 48 horas con los MitoHCA vy el acido cafeico (CaA) en
carcinoma hepatocelular (Hep G2) y en dos lineas celulares normales: L02 células
hepaticas humanas y WI38 fibroblastos humanos diploides, a continuacion se

expresa una tabla resumida solo con los resultados de MitoCaA y CaA (tabla 7):

Tabla 7: Valores de IC5, obtenidos por Li, J. y cols en lineas celulares de hepatocarcinoma y
células hepaticas con 4cido cafeico y MitoCaA.

Hep G2 LO2 WI38
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas
CaA 200,89 + 3,88 | 92,97 + 1,35 | 402,95 + 18,87 | 156,14 + 3,88 | 280,89 + 9,47
MitoCaA 9,19+ 0,25 5,96 + 0,21 118,68 + 0,93 66,83 + 3,49 123,57 £ 6,92

Fragmento extraido de Li,
mitochondria-targeted antioxidants and cytotoxic agents.

J. y cols, synthesis of hydroxycinnamic acid derivatives as
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Se aprecia que los valores del rango de selectividad hacia las células
tumorales de HepG2 se encuentran dentro de los valores obtenidos para
carcinoma espinocelular oral, sin embargo, los resultados de Li, J. y cols muestran
una menor sensibilidad del MitoCaA hacia las células no tumorales (Li, J. y cols,
2017). Estos resultados contrastan con los nuestros, puesto que los cationes
lipofilicos de acido cafeico con los que trabajamos tenian valores ICs, similares a
los obtenidos por las células tumorales. En este punto, es importante mencionar
que Li, J. y cols, 2017 no indican cual fue el pasaje celular utilizado para su
experimento, sin embargo, los pasajes celulares de fibroblastos en este trabajo

fueron cuatro, cinco y seis, considerados mas susceptibles.

Lograr selectividad de los quimioterapicos es fundamental para reducir los
efectos adversos que estos provocan. En este trabajo calculamos el indice de
selectividad entre fibroblastos y carcinoma oral de células escamosas resistente
(CAL 27) y no resistente a cisplatino (OECM 1). Los compuestos lograron una
mayor selectividad en células tumorales, a excepcién de CA-TPP*C,,en OECM 1.
Del mismo modo, aunque son estudios preliminares los derivados del acido
cafeico mostraron mayor selectividad hacia las células resistentes a cisplatino con
valores desde menor a mayor largo de cadena alifatica de 4,97; 4,94; 20,7 y 7,54
(tabla 6), respectivamente. Escobar, B., y cols calcularon el indice de selectividad
utilizando células de displasia oral humana (DOK) y CAL 27 donde obtuvieron
valores de IC50 a 48 horas tratamiento en CA-TPP*C; 3,9 y en CA-TPP*C,, 10,9
(Escobar, B., y cols, 2020), resultados que si bien coinciden en mostrar
selectividad, estos contrastan con los nuestros, puesto que TPP*Cgz y TPP*C44 no
presentan diferencias significativas en su selectividad. En suma, entre CAL 27 y
OECM 1 el que tuvo mayor selectividad fue CA-TPP*C;,con un IS de 7,54 y 1,09.

Li, J. y cols en carcinoma hepatocelular obtuvieron un indice de selectividad
con acido cafeico de 2,01 a las 24 horas de tratamiento y de 1,68 a las 48 horas,
resultados que se asimilan a los nuestros; y con su MitoCaA obtuvieron 12,91 y
11,21 a 24 horas y 48 horas de tratamiento, respectivamente (Li, J. y cols, 2017).
Resulta relevante evaluar si las diferencias obtenidas en los valores de actividad

citotoxica se deben a las diferencias en el ensayo utilizado en este trabajo.
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Por contraparte, con el compuesto antes mencionado utilizado por Jara, J.
A. y cols de acido galico unido a TPP* el largo de cadena alifatica con doce
carbonos fue el menos selectivo de los 4 utilizados, se debe poner en claro que
este utilizé células de raton y un farmacéforo distinto (Jara, J. A. y cols, 2014), por
lo que, compararlo sirve nuevamente para poner en manifiesto que a un mismo
largo de cadena el farmacoforo incide en la citotoxicidad, asimismo, son lineas

celulares tumorales y especies de origen diferentes.

En cuanto a la selectividad del fenetil éster de acido cafeico Lee, Y. T. y cols
trataron fibroblastos provenientes de muestreos orales, y tuvieron un indice de
selectividad a las 24 horas con OECM-1 de 1,01 y con SAS de 1,34 (Lee, Y. T. y
cols, 2005), resultados que se encuentran contenidos dentro de nuestros valores
para OECM-1, que van desde 1,02; 1,08 y 1,09 en TPP*Cgs, TPP*'Cy, y TPP*Cys.
Podemos apreciar que ambos compuestos tienen una selectividad similar por las
células tumorales; sin embargo, los cationes lipofilicos de acido cafeico son mas
potentes porque requieren de concentraciones menores que varian en 50

unidades respecto del CAPE.

Adicionalmente, el afio 2017 se investigé el uso de derivados del acido
cafeico unido trifenilfosfonio para de desarrollar antioxidantes mitocondriotropicos.
Teixeira, J. y cols uni6 el acido cafeico mediante el enlace amida al trifenilfosfonio
(fig. 35), del que luego sintetizé multiples compuestos que denominé AntiOxCIN.
Sus ensayos se basaron en caracterizar la actividad antioxidante del primer
compuesto mencionado, los AntiOXCIN vy el acido cafeico. Determinaron que las
propiedades antioxidantes del compuesto 1 y del acido cafeico, no fueron tan
efectivas como las de los AntiOXCIN, por lo que no evaluaron citotoxicidad en
células sanas (Teixeira, J. y cols, 2017). Sobre las diferencias entre el compuesto
1 de Teixeira, J. y cols, ademas del grupo que utilizé para unir ambas moléculas,
también encontramos que los derivados de acido cafeico utilizados en este trabajo

poseen un mayor largo de cadena, y por tanto, mayor lipofilicidad.
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Figura 36: Comparacion de las estructuras quimicas entre el a. Compuesto 1y b.CA-TPP*Cg.
El Compuesto 1 lleva el nombre por ser asi denominado por Teixeira, J. y cols, en el estudio en que
lo sintetizaron.

a.

El acido cafeico en células tumorales tuvo en efecto citotoxico a 200 yM
disminuyendo la viabilidad entre un 40% y 20% aproximadamente. No fue posible
establecer el I1Cs, sin embargo, en base a nuestros resultados estimamos que se

encuentra > 200 pM.

Si se analiza el grafico de acido cafeico en ambas lineas celulares
tumorales se aprecia que previo a la disminucion de la viabilidad hubo un aumento
de esta, lo que nos indica que a bajas concentraciones tiene un comportamiento
no citotéxico. Este aumento de la viabilidad previo ocurrido antes de la disminucion
de la viabilidad se puede explicar por el efecto antioxidante del acido cafeico, ya
que la producciéon de ROS tiene un rol en el desarrollo de los tumores, siendo la
interrupcidn del equilibrio redox una de las razones descritas que subyacen el

desarrollo del cancer (Srinivas, U. S. y cols, 2019; Aggarwal, V. y cols, 2019).

Respecto al tratamiento con acido cafeico en células no tumorales se
observa que a ninguna concentracion de las utilizadas existe un efecto citotdxico,
es mas, desde la minima concentracion (1 uM) hay un aumento en viabilidad
celular. Estos resultados se condicen con la literatura, puesto que se ha descrito
que los antioxidantes tienen la capacidad de bloquear la apoptosis de manera
similar a como lo hacen los inhibidores de la caspasa, sustentado en que en los
modelos de apoptosis se ha observado que la célula se encuentra en un entorno
mas oxidante antes de la fase final de activacion de las caspasas. El mecanismo
de accion antioxidante para acido cafeico descrito por Bastidas, H. y cols sefiala
como efecto primario la neutralizacion directa de los radicales libres mediante la

donacién de protones de los grupos hidroxilos (OH) para formar compuestos
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estables que no puedan producir dano oxidativo a las estructuras celulares, y
secundariamente, actuando en la quelacion de metales de transicidn que catalizan

la descomposicion de H,0, en radical hidroxilo (OH").

Por lo tanto, el caracter citotoxico del acido cafeico en células no tumorales
se debe a la unidon con un grupo lipofilico, demostrado en este estudio con
CA-TPP* y en la literatura con CAPE. Sin embargo, no es posible utilizar el acido
cafeico por si solo, puesto que su biodisponibilidad es bastante reducida, lo que
quiere decir que no se alcanza a acumular la suficiente cantidad de compuesto al
interior de la célula para ejercer efecto (Teixeira, J. y cols, 2017), necesitando
utilizar concentraciones para lograr un efecto que no son compatibles con la

realidad clinica.

A su vez, la potencia de los derivados lipofilicos pareciera tener una
relacion dependiente del tiempo de tratamiento en CAL 27, resultados que se
condicen a los obtenidos por Escobar, B. y cols (ver anexo 5). En OECM 1 los
resultados nos indican que el ICs entre 24 y 48 horas de tratamiento con
CA-TPP*C,, parece ser similar, y que CA-TPP*C4 junto a CA-TPP*C,, son mas

potentes con menor tiempo de tratamiento.

Efecto de derivados del acido cafeico sobre la funcién mitocondrial en lineas

celulares tumorales de carcinoma oral de células escamosas

Bajo la hipotesis de que los cationes lipofilicos derivados del acido cafeico,
dada su estructura quimica, se dirigen selectivamente hacia las mitocondrias de
las células cancerosas interviniendo en su funcién, es que decidimos partir
investigando si la muerte celular que ocasionan los CA-TPP* se encuentra

relacionada con algun efecto que pueda ocurrir en la OXPHOS.

Como se menciond con anterioridad, la OXPHOS ocurre por la oxidacién de

los sustratos en la cadena respiratoria, que genera energia a través de la fuerza
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protén-motriz que impulsa la sintesis de ATP (ATP sintasa), el que almacena esta
energia a través de sus enlaces quimicos, por lo tanto, estos procesos se
encuentran acoplados. Es decir, que si se utiliza un inhibidor de la cadena
respiratoria de igual modo se bloquea la sintesis de ATP puesto que no existe
energia para que la ATP sintasa fosforile el ADP en ATP, ya que no estan
ingresando espontaneamente los protones desde el exterior a través de su
subunidad F, hacia la matriz mitocondrial. Y en el caso de inhibidores de la
sintesis de ATP, también se bloquea la transferencia de electrones, por
consiguiente, tampoco consume oxigeno; lo que sucede ya que la cadena
respiratoria continuara bombeando protones hacia el exterior, pero no habra via de
retorno de estos hacia el interior de la matriz mitocondrial, por lo que llegado cierto
punto el coste energético en contra de este gradiente sera igual o superior a la
energia liberada por la transferencia de electrones desde el NADH al O,, momento

en el que el flujo de electrones se detiene porque el sistema estara en equilibrio.

A consecuencia, como primer ensayo evaluamos el contenido de ATP
intracelular luego de 24 horas de tratamiento, del que obtuvimos que en las dos
lineas celulares de carcinoma oral de células escamosas a ninguna concentracion
[0,25 pM a 30 pM] hubo efecto sobre la sintesis de ATP. EI ATP se mantuvo
proporcional a la cantidad de células vivas, luego de verificarlo con el analisis

estadistico.

Escobar, B. y cols también determinaron los niveles de ATP intracelular
mediante kit CellTiter-Glo® pero con 4 horas de tratamiento con los compuestos
CA-TPP*Cgy CA-TPP*C,, en la linea celular HEp-2 que corresponde a carcinoma
epidermoide de laringe humana, utilizando de control el ensayo de incorporacién
de Pl (yoduro de propidio) para visualizar la integridad celular, trabajé con las
siguientes concentraciones 5 yM - 10 yM - 20 uM - 30 uM - 50 uM. Obtuvieron que
en ambos compuestos hay una correlacién entre la caida del ATP y la constante
de muerte celular a partir de la concentracion 20 uM, o sea, los resultados
obtenidos en el rango de concentraciones entre 5 yM - 10 uM dan cuenta de una
real caida del ATP inducida por CA-TPP*Cgz y CA-TPP*C,, sin producir muerte
celular. Las diferencias en la disminucién del ATP en el rango de 5 pM - 10 uM
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entre el trabajo de Escobar, B., y cols y este, es primero el origen de las lineas
celulares de carcinoma epidermoide (laringe versus tejidos orales), y segundo, el

tiempo de tratamiento (4 horas versus 24 horas).

De estos resultados, podemos conjeturar tres escenarios. El primero es que
los CA-TPP* no afectan ningun componente de la OXPHOS, y su mecanismo de
accién va por otra via. Segundo, que si inhibe ya sea, la cadena transportadora de
electrones o la ATP sintasa, la variacion del contenido de ATP intracelular no se
vea reflejada por mecanismos compensatorios. Y tercero, que estos cationes
lipofilicos de acido cafeico tengan una accion desacoplante entre la cadena
transportadora de electrones y la ATP sintasa, es decir, que aumenten la velocidad
del transporte de electrones sin la produccion de ATP. Precisar, que para hacer la
distincién entre si una molécula tiene un efecto sobre la inhibicién de la cadena
transportadora de electrones y la ATP sintasa, o si tiene un efecto desacoplante
entre estos 2 complejos proteinicos, se debera determinar experimentalmente por
separado el funcionamiento de cada uno. Puesto que si se evaluan en conjunto,
en ambos casos se vera una inhibicion de la OXPHOS. Recordar que el perfil
metabdlico remodelado de las células cancerosas les permite adaptarse para
sobrevivir en ambientes hostiles (Missiroli, S. y cols, 2020), y que dependiendo del
caso, utilizan la glicélisis o OXPHOS para sus procesos bioenergéticos y

biosintéticos segun lo requieran.

Como segundo ensayo, con el fin de determinar si la cadena transportadora
de electrones es afectada por accién de los cationes lipofilicos, realizamos una
medicion del consumo de oxigeno inmediatamente después de la aplicacion de los
compuestos. Dado que la linea celular OECM 1 no resistente a cisplatino utiliza
una mayor concentracion de compuesto para ejercer el efecto del 50%, y por lo
tanto, serian las concentraciones que se utilicen en ensayos posteriores, es que
sb6lo se realiz6 la medicion con estas. Se encontr6 que para todas las
concentraciones [5 uyM- 30 pM] hay un aumento del consumo de oxigeno, sin

importar el largo de cadena.
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Como observamos anteriormente, existe una relacién de proporcién entre
las concentraciones utilizadas y la viabilidad celular (a mayor concentracion,
mayor muerte celular/ menor viabilidad celular) con OECM 1 en los cuatro largos
de cadena. Sin embargo, contemplando que la viabilidad celular y el consumo de
oxigeno son experimentos distintos que miden cosas distintas, resulta interesante
que no haya una correlacion por ejemplo, entre menor viabilidad celular y mayor
consumo de oxigeno o vicesversa, en ninguno de los cuatro cationes de acido

cafeico.

Con estos resultados podemos suponer que segun lo que Bastidas, H. y
cols indican sobre que los cationes lipofilicos de acido cafeico ejercen una
perturbacion sobre la carga negativa de la matriz mitocondrial estaria en lo
correcto, y seria este efecto el que explicaria el aumento del consumo de oxigeno
con el fin de sostener la diferencia del potencial electronegativo de transmembrana
de la matriz mitocondrial de las células cancerosas, y mantener las funciones de la
mitocondria (Bastidas, H. y cols, 2022). Lo que nos lleva, en consecuencia a
especular que dado que los ROS son moléculas generadas gracias a la propiedad
del O, de aceptar electrones individuales que forman derivados inestables, durante
proceso en que el O, ejerce la funcion de aceptor final de electrones en la cadena
transportadora de electrones, es que seria la alta generacion de ROS lo que
provoca un dafo oxidativo extenso, y desencadena la muerte de las células
tumorales, por el dafio oxidativo en el ADN, ARN, proteinas, lipidos y
mitocondrias. Precisando como contexto en que, las células tumorales expresan
altos niveles de proteinas antioxidantes para prevenir la acumulacion de ROS y
posiblemente impulsar a las células cancerosas hacia un estado proliferativo,
evitando la muerte celular regulada por la transicion de permeabilidad mitocondrial
(MPT) impulsada por ROS (Missiroli, S. y cols, 2020), ya que existe una compleja
diafonia entre los ROS vy la progresion del cancer. Este es el mecanismo que
podria explicar el efecto citotéxico del acido cafeico pasado cierto punto de
concentracion. Evidentemente hacen falta mas estudios para corroborar estas
hipotesis, sin embargo, este trabajo nos ha permitido direccionar la investigacion

futura sobre a qué apuntar respecto del mecanismo de accion.
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Como complemento de trabajos de investigacion y a la hipotesis antes
dicha, es de mencionar que Escobar, B., y cols también midié el potencial de
transmembrana luego 30 minutos de tratamiento con CA-TPP*Cgzy CA-TPP*C,, en
CAL 27 y HEp-2, y determiné la producciéon de ROS mitocondrial tras 24 horas de
tratamiento en HEp-2. De ellos establecid, que tanto en CAL 27 como en HEp-2
hubo una disminucion del potencial de transmembrana AWm, en CAL 27 esta
disminucién fue abrupta, siendo inclusive menor que el control positivo FCCP
(desacoplante de la funcién mitocondrial). Los resultados de la medicion de la
produccion de ROS, mostraron que CA-TPP*Cgs y CA-TPP*C,, en carcinoma
epidermoide de laringe HEp-2, indujeron un aumento de la produccién de ROS
mitocondrial significativa sin alterar la masa mitocondrial a las concentraciones 0,5
MM -1 uM - 5 uM.

Por otro lado, Li, J. y cols, 2017 quienes no realizaron los mismos
experimentos, sin embargo, si caracterizaron el comportamiento de su MitoCaA
obtuvieron en células de carcinoma hepatocelular este compuesto provoca la
fragmentacion mitocondrial luego de 4 horas de tratamiento a concentracion 20
pmol/L resultando en una morfologia en forma de dona y una red discontinua de
mitocondrias, donde bajo las mismas condiciones el MitoCaA no causé dano
mitocondrial en la linea hepatica humana L02. También obtuvieron que MitoCaA
desencadend la muerte celular apoptética de forma dosis dependiente y que hubo
participacion del mPTP en la muerte celular de HepG2 inducida por MitoCaA.
Respecto a la induccién de disfuncion mitocondrial, Li, J. y cols indican que hubo
una hinchazén de gran amplitud en la matriz mitocondrial, donde sus compuestos
MitoHCA tuvieron una interaccién sinérgica con Ca?* para inducir la apertura de
mPTP; a su vez, evaluaron si la apertura del mPTP alteraba el potencial de
membrana mitocondrial, y obtuvieron que a 10 yM - 20 pM los MitoCaA

promovieron una disminucioén transitoria del potencial de membrana mitocondrial.
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CONCLUSIONES

Los cationes lipofilicos de acido cafeico tienen mayor potencia que el fenetil
éster de acido cafeico y el acido cafeico en estudios in vitro de carcinoma oral de

células escamosas.

El acido cafeico in vitro no tiene efecto citotdoxico en ninguna de las

concentraciones evaluadas sobre las células no tumorales.

El tratamiento con cationes lipofilicos derivados del acido cafeico en CAL 27
es tiempo y dosis dependiente, en cambio, en OECM 1 segun las condiciones

experimentales de este trabajo sélo es dosis dependiente.

Los cationes lipofilicos de acido cafeico en la condiciones evaluadas no

inhibieron la produccion de ATP.

En OECM 1 hay un aumento del consumo de oxigeno con los cuatro
cationes lipofilicos, lo que podria corresponder a un efecto desacoplante, sin

embargo no se evidencio un efecto sobre la concentracién intracelular de ATP.
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Anexo 1: Definiciones de los trastornos orales potencialmente malignos (OPMD)
obtenidas del taller convocado en marzo 2020 por el Centro Colaborador de la

OMS para el Cancer Oral en el Reino Unido.

Definiciones recomendadas para los OPMD

Desorden Definicion Fuente
Leucoplasia Una placa predominantemente blanca de riesgo Warnakulasuriya,
cuestionable que h_a excluido (otras) enfermedades | g y cols, 2007
o trastornos conocidos que no conllevan un mayor
riesgo de cancer.
Leucoplasia Trastorno progresivo, persistente e irreversible WHO
verrugosa caracterizado por la presencia de leucoplasia Collaborating

proliferativa
(PVL)

multiple que con frecuencia se convierte en
verrugosa.

Centre, 2020

Eritroplasia Una mancha predominantemente rojo fuego que no | WHO
se puede caracterizar clinica o patolégicamente Collaborating
como ninguna otra enfermedad definible. Centre, 2007
Fibrosis Una enfermedad cronica e insidiosa que afecta la Modificado de:
Submucosa mucosa oral, inicialmente resulta en la pérdida de World Workshop
Oral (OSF) fibroelasticidad de la lamina propia y, a medida que | on Oral Medicine

avanza la enfermedad, resulta en fibrosis de la

V, Kerr y cols.

lamina propia y la submucosa de la cavidad oral (2011)
junto con atrofia epitelial.
Liquen Plano | Trastorno inflamatorio crénico de etiologia WHO

Oral (OLP) desconocida con recaidas y remisiones Collaborating
caracteristicas, que presenta lesiones reticulares Centre, 2020
blancas, acompanadas o no de areas atroficas,
erosivas y ulcerativas y/o tipo placa. Las lesiones
suelen ser bilateralmente simétricas. La gingivitis
descamativa puede ser una caracteristica.

Queratosis Un trastorno que resulta del dafio solar y afecta las | WHO

Actinica areas expuestas de los labios, mas comunmente el | Collaborating

(Queilitis borde bermelldn del labio inferior con una Centre, 2020

Actinica) presentacién variable de areas atréficas y erosivas

(AK/AC) y placas blancas.

Lesiones Manchas blancas y/o rojas que afectan el paladar WHO

Palatinas en | duro en fumadores inversos, frecuentemente Collaborating

Fumadores tefidas con nicotina. Centre, 2020

Inversos

Lupus Una enfermedad autoinmune del tejido conectivo WHO

Eritematoso que puede afectar el labio y la cavidad oral, donde Collaborating
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Oral (OLE) se presenta como un area eritematosa rodeada de | Centre, 2020
estrias blanquecinas, frecuentemente con una
configuracién en diana.

Disqueratosis | Un sindrome de insuficiencia de la médula ésea Ballew y Savage,
Congénita hereditario poco frecuente y propenso a 2013
(DC) preocupaciones causado por un telémero

aberrante. Se caracteriza clinicamente por la
presencia de la triada diagndstica de unas
displasicas, pigmentacién cutanea reticular en
encaje y leucoplasia oral.

Recién incluido en la clasificacion 2020

Lesion Lesiones bucales con caracteristicas liquenoides WHO
Liquenoide pero que carecen del aspecto clinico o Collaborating
Oral (OLL) histopatologico tipico del LPO, es decir, pueden Centre, 2020

presentar asimetria o son reacciones a
restauraciones o cuidados dentales inducidos por
farmacos.

Enfermedad Presentaciones clinicas e histopatoldgicas similares | WHO

de Injerto al liquen plano oral en un paciente que desarrolld Collaborating
contra una complicacion multiorganica autoinmune Centre, 2020
Huésped Oral | después de un trasplante alogénico de células

(OGVHD) hematopoyéticas.

Eliminado de la Clasificacion 2020 debido a la evidencia limitada

Epidermolisis | Varios trastornos de fragilidad epidérmica asociados | Fritsch y cols,
Ampollosa con formacion de ampollas inducidas por 2008

Oral (OEB) traumatismos, cicatrizacién progresiva de los tejidos
blandos y aumento del riesgo de cancer epidérmico.

Traducido de: Table 1 Recommended definitions for OPMDs, extraido de Warnakulasuriya,
S., Kujan, O., Aguirre-Urizar, J. M., Bagan, J. V., Gonzalez-Moles, y cols. (2021). Oral
potentially malignant disorders: A consensus report from an international seminar on
nomenclature and classification, convened by the WHO Collaborating Centre for Oral
Cancer. Oral diseases, 27(8), 1862—1880. https://doi.org/10.1111/0di.13704
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Anexo 2: Imagen de complemento sobre el sesgo de duracion del carcinoma oral
de células escamosas.

A
1Y
8
c Agresivos Menos Agresivos  Indolentes
\C
o
[
© I
© !
Q.
] /
o /
w /
7 / Sintomas del Cancer
e
= Transformacion Maligna
o
CE) No-Progresivos
D /

Examen/Filtro 1 Examen/Filtro 2  Examen/Filtro 3
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Se representan cuatro escenarios diferentes.
Los COCE "agresivos" de la cavidad oral pueden surgir de novo (linea roja
discontinua) o desarrollarse a partir de OPMD. Progresan rapidamente (de ahi
la curva pronunciada) y es poco probable que se detecten en un estado
asintomatico durante la deteccion.
Los carcinomas orales de células escamosas (COCE) “menos agresivos”
pueden desarrollarse a partir de los OPMD. Progresan con menos rapidez (por
lo tanto, la curva es menos pronunciada) y pueden detectarse como COCE
asintomaticos durante la deteccion.
Los COCE ‘"indolentes" se desarrollan a partir de OPMD mas antiguos.
Progresan lentamente (de ahi la curva mas plana) pero finalmente se
transforman.
Los OPMD "no progresivos" nunca se transforman. Estos escenarios
representan un sesgo de tiempo prolongado: los pacientes con COCE
agresivos tienen una ventana de deteccion potencial corta y es menos
probable que sean capturados por un programa de deteccion.
Los pacientes con COCE de crecimiento mas lento tienen una ventana de detecciéon
potencial mas prolongada y es mas probable que se detecten cuando estan
asintomaticos. Como resultado, se encontr6 una mayor proporcion de COCE de
crecimiento mas lento en el grupo examinado, lo que provoca una mejora aparente en la
supervivencia. Adaptado de Figure 1. Extraido de Warnakulasuriya, S., y Kerr, A. R.
(2021). Oral Cancer Screening: Past, Present, and Future. Journal of dental research,
100(12), 1313-1320. https://doi.org/10.1177/00220345211014795
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Anexo 3: Establecimientos que entregan servicio de radioterapia y terapia
sistémica (quimioterapia) distribuidos a lo largo del pais (anexo 3).

Tabla 19. Establecimientos de radioterapia segliin complejidad y servicio de salud

Complejidad en
plej Establecimiento Servicio de salud Macrorregién
Radioterapia
Centro oncoldgico del Norte Antofagasta Norte
Hospital Carlos Van Buren, .
Valparaiso Centro norte
i Valparaiso.
Alta Complejidad Ineti Nacional del Ca P—,
nstituto Nacional del Cancer, Regién Metropolitano Norte Centro
Metropolitana
Hospital Base de Valdivia, Valdivia Valdivia Extremo Sur
Hospital Cesar Garavagno, Talca Maule Centro sur
Complejos -
Hospital Guillermo Grant Benavente |Concepcién Sur
Estdndar Hospital Clinico de Magallanes Magallanes Extremo Sur

Fuente: Elaboracién propia, Departamento GES y Redes de alta complejidad, DIGERA, MINSAL

Figura 160. Establecimientos que entregan prestaciones de teleterapia y braquiterapia de adultos en la red publica
segun complejidad, Chile, noviembre 2021

= Centros de Alta Complejidad
= Centros Complejos -
G Centro Estdndar

Figura 158. Establecimientos que entregan prestaciones de terapia sistémica para tumores sélidos de adultos en
la red publica.
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Fuente: Elaboracion propia, Departamento GES y Redes de alta complejidad, DIGERA, MINSAL

Figura 158, 160. Tabla 19. Extraido de Santander, S., Escobar, P.,Gonzalez, P. (2022).
Plan Nacional del Cancer 2022-2027, basado en plan nacional del cancer 2018-2028 —
Ministerio de Salud: Santiago de Chile.
https://leydelcancer.minsal.cl/documentos/Marco-general-del-Plan-Nacional-de-Cancer-20
22-2027.pdf
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Anexo 4: Comparacion estadistica de los ICs, obtenidos tras el tratamiento con los
cuatro cationes lipofilicos de acido cafeico estudiados, en la linea celular OECM 1.

OECM 1
ns
ns
I
ns
20— ns ns ns
I || [
15— _
E 10=
5-
0
CaTPP+C;, CaTPP+C,, CaTPP+C,, CaTPP+C,,
: 15 uM 11 uM 12 uM 10 uM |
IC50

Se observa que los valores de IC5, no tienen una diferencia estadisticamente significativa
entre si.
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Anexo 5: Citotoxicidad de los compuestos CA-TPP+ sobre las lineas celulares
CAL 27, HEp2 y DOK obtenidas por Escobar, B. y cols, 2020.

Tabla 1. Citotoxicidad de los compuestos CA-TPP* sobre lineas celulares Cal 27, HEp2 y DOK. ICso = concentracion que resulta
en la citotoxicidad del 50% después de 24/48/72 h. Los valores representan los valores promedios + desviacién estandar de al
menos tres experimentos independientes. Cada experimento fue hecho en triplicado.

Valores de ICso (uM) para CA-TPP* en células de cancer de cabeza y cuello.

Compuestos 24 hrs 48 hrs 72 hrs

Cal 27 HEp-2 Cal 27 HEp-2 DOK Cal 27 HEp-2
CA-TPP*Cs 46+05 11,6+04 1,6+0,5*2 43+0,02*** 639203 094+001* 2.0+0.04**
CA-TPP*C1o 6,2+04° 84+07" 09#£02%%2 26401 09+01 0684006 13+001***
CA-TPP*Cu N/D 44 +01 N/D 2.8+0,04 416104 N/D 05101
CA-TPP*C12 N/D 47+05 N/D 2.7+0,03 386+11 N/D 05101

Nota. * p<0,05* p< 0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 indican diferencias significativas entre tiempos de exposicién en las lineas celulares para cada

compuesto. El valor de p fue calculado usando el analisis de la varianza bidireccional (ANOVA).

2 indica diferencia significativa (p<0,0001) entre linea celular tumoral y linea celular DOK para cada compuesto.

b indica diferencia significativa (p<0,001) entre compuestos en linea celular tumoral a los mismos tiempos de exposicién.

N/D: no determinado.

Tabla 1. Extraido de Escobar Ramirez, B. Jara, J. A., Catalan, M. (2020). Evaluacion de la
actividad citotéxica de nuevos cationes lipofilicos derivados del acido cafeico en células de
cancer de cabeza y cuello. Estudio in vitro. Facultad de Odontologia de la Universidad de

Chile.

Observacion no publicada.
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