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. RESUMEN

El cancer de pulmaon tiene la mayor mortalidad entre todas las neoplasias, siendo la
segunda causa de muerte en Chile, tiene origen multifactorial, pero se asocia
fuertemente a estilos de vida y habitos, siendo el tabaquismo el principal factor de
riesgo. Posee un mal prondstico en estados avanzados y gran capacidad de generar
metastasis. La periodontitis, es una enfermedad inflamatoria cronica avanzada, y se
ha propuesto como factor de riesgo de cancer de pulmon a través de cambios en la

respuesta inmune, y/o diseminacion de bacterias patdgenas.

La hipotesis de células iniciadoras de tumores, sugiere que éstas son responsables
del inicio y crecimiento tumoral, ademas son resistentes a tratamientos

convencionales.

Las mitocondrias de células tumorales pueden ser consideradas como blanco
farmacoldgico, debido a que exhiben un mayor potencial de transmembrana, siendo
susceptibles de ser blanco de moléculas cargadas positivamente. Los cationes
lipofilicos deslocalizados de trifenilfosfonio (TPP*) son moléculas sintetizadas a
partir de los Acidos Galico, Gentisico, protocatéquico y el acido 2-hidroxibenzoico,
unidas a TPP* y que pueden ser dirigidos a las mitocondrias, para causar un estrés
energético y conducir las células a apoptosis. Doxiciclina es un antibiético del grupo
tetraciclina, con actividad citotoxica mediante inhibicion de la biogénesis

mitocondrial en células tumorales.

Se evalud la existencia de células iniciadoras de tumores, también los efectos
citotdéxicos de cada una de las moléculas, los efectos de los compuestos en las
mitocondrias a través de medicion de ATP mitocondrial y potencial de
transmembrana mitocondrial. Ademés, se evalué el efecto resultante de la
combinacion entre derivados de polihidroxibenzoatos y doxiciclina en lineas
celulares de cancer de pulmon. Los cultivos celulares se realizaron en condiciones
de hipoxia y normoxia, luego se incubaron con la combinacion de respectivas

moléculas durante 72 horas. La viabilidad celular se evalué usando un ensayo MTT.



Los resultados muestran que las moléculas de cationes lipofilicos deslocalizados
tienen un efecto citotdxico en las lineas tumorales, que es dependiente del tiempo
y de la concentracion. El compuesto Gentisico-TPP*C10 presenta una disminucion
del ATP y una caida en el potencial de transmembrana. Por otro lado, doxiciclina
también tiene un efecto citotoxico en las lineas celulares, pero sin alteracion en el

contenido de ATP intracelular ni potencial de transmembrana mitocondrial.

Las combinaciones de Galico-TPP*C10 y doxiciclina / Gentisico-TPP*C10 y
doxiciclina son prometedoras, ya que se observa el efecto de sinergia en un
porcentaje considerable de combinaciones realizadas, incluso con valores inferiores

a los ICso de cada compuesto por separado.

Se observé 2 tipos de efectos: aditivo y de sinergia, esta Ultima es la mas
interesante, ya que la combinacion de farmacos nos da un efecto citotéxico aun
mayor que las combinaciones de aditividad, por lo cual los datos tienen que ser
confirmados en experimentos in vivo y podrian representar una alternativa de

tratamiento en el cancer de pulmon.
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ll. INTRODUCCION

1. Generalidades del Cancer y epidemiologia

El cancer, es un conjunto de enfermedades cronicas, en el cual algunas de las
células empiezan a dividirse, proliferando de forma descontrolada. Estas células
anormales pueden diseminarse a tejidos circundantes. Si la propagacion no se

controla, puede causar la muerte (American Cancer Society, 2019).

Hoy en dia el cancer es un problema de salud publica mundial, segun datos de
Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), en 2020 se estimé que todos los
carcinomas tuvieron una incidencia de 19.292.789 de casos nuevos en el mundo,
siendo una de las principales causas de muerte con un poco mas de 9,5 millones
de personas alrededor del mundo (Global Cancer Observatory & International
Agency for Research on Cancer, 2021).

Su prevalencia aumenta como consecuencia del crecimiento y el envejecimiento de
la poblacion; asi como, un aumento de la prevalencia de factores de riesgo
asociados con el crecimiento econémico y la urbanizacion, por ejemplo, el habito de
fumar, la inactividad fisica, el sobrepeso y el aumento en las enfermedades
inflamatorias cronicas (Jimenez de la Jara et al., 2015; Mao, Yang, He, & Krasna,
2016; Rakoff-Nahoum, 2006).

Dentro de los carcinomas mas frecuentes que afectan a la poblacion mundial
destacan el cancer de mamas con 2,26 millones personas afectadas seguido muy
de cerca por el cancer de pulmén con 2,2 millones de casos (Global Cancer
Observatory & International Agency for Research on Cancer, 2021).

En hombres, la mayor incidencia es de cancer de pulmén con 1.43 millones de
casos, seguido por cancer de prostata. Mientras que en mujeres la mayor incidencia
de cancer es el cancer de mamas con 2,26 millones de mujeres afectadas, seguido
por cancer colorrectal y en tercera posicion se ubica el cancer de pulmén con 770
mil casos. Sin embargo, el cancer de pulmon constituye la primera causa de muerte
en hombres, y la segunda en mujeres después del cancer de mamas con un total

de mas de 1,79 millones de mortalidad, siendo el cancer con mas mortalidad en el
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mundo (Global Cancer Observatory & International Agency for Research on Cancer,
2021).

En Chile, el cancer es responsable del 23% del total de muertes anuales,
constituyendo la segunda causa de mortalidad después de las enfermedades del
aparato circulatorio. El cancer de pulmén presenta estadisticas peculiares, ya que
la neoplasia con mayor incidencia es el cancer de préstata con 8.100 casos al afio,
seguido por el cancer colorrectal con 6.200 casos, mientras que el cancer de pulmon
presentd 3.969 casos siendo la quinta neoplasia maligna mas frecuente, sin
embargo, en mortalidad se repite el patron mundial siendo la primera causa de
muerte entre las neoplasias malignas con 3550 muertes en el afio 2020
(International Agency for Research on Cancer, 2020) (Global Cancer Observatory,
2021).

2. Cancer de Pulmoén

El cancer de pulmédn tiene la mortalidad mas grande de todas las neoplasias, se
caracteriza por tener un origen multifactorial y que se asocia fuertemente a los

estilos de vida y habitos de las personas.

Se han identificado muchas causas de cancer de pulmén, incluido el tabaquismo
activo, exposicion al humo del cigarrillo de segunda mano (tabaquismo pasivo), uso
de pipa, exposicion ocupacional a sustancias quimicas como el asbesto, ademas
de la exposicion a la contaminaciéon atmosférica, la cual puede contener una serie
de agentes carcinogénicos, que son generados por la combustién de combustibles
fésiles (Alberg, Brock, Ford, Samet, & Spivack, 2013). A pesar de la identificacion
de estos factores de riesgo causales, la epidemia mundial de cancer de pulmén es
causada principalmente por un solo factor: fumar cigarrillos (Alberg et al., 2013;
McErlean, 2011; Schwartz & Cote, 2016). Otros factores de riesgo incluyen
enfermedades respiratorias como la tuberculosis pulmonar, la bronquitis crénica o
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (Brenner et al., 2001). Ademas,
existe evidencia que existen modificaciones genéticas que predisponen a algunas
personas a ser susceptibles a padecer cancer pulmonar (Hong et al., 2015; Hu et
al., 2011).
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El riesgo de cancer de pulmén es de 6 a 10 veces mayor en los fumadores que en
los no fumadores, y es de 30% a 60% mas alto en los no fumadores expuestos al
humo de fumadores, mientras que los hombres son mas afectados que las mujeres
(Hong et al., 2015). Y aunque la mayoria de los casos de cancer de pulmon se
pueden atribuir a la inhalacion directa del humo del tabaco, aproximadamente una
cuarta parte de los casos de cancer de pulmoén en todo el mundo ocurren en
personas que nunca han fumado (Brody, 2014; Couraud, Zalcman, Milleron, Morin,
& Souquet, 2012; Deweerdt, 2014).

Existen al menos 2 formas en las cuales, fumar esta asociado con el cancer de
pulmén. Primero, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (compuestos
cancerigenos presentes en el humo del tabaco), inducen mutaciones en el gen p53,
el cual provoca una desregulacion del ciclo celular y la posterior carcinogénesis. Las
transversiones de Guanina a Timina dentro del gen p53 se han relacionado con
mutégenos de tabaco en los canceres de pulmdén asociados con fumar. En segundo
lugar, los compuestos de tipo N-nitroso son otro grupo importante de sustancias
guimicas que se encuentran en el humo del tabaco, varios de los cuales son
potentes carcindégenos en animales, encontrandose éstos incluso en la orina de los
fumadores (McErlean, 2011; Vineis et al., 2004).

En el 2004, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la International Association
for the Study of Lung Cancer adoptaron la misma clasificacion histologica del cancer
de pulmon, la cual establece dos grandes grupos (Amorin Kajatt, 2013; De la Cruz,
Tanoue, & Matthay, 2011; Evans, 2013):

e EIl cancer de pulmén de células pequefias (SCLC) es un tumor altamente

maligno derivado de células que exhiben caracteristicas neuroendocrinas y
representa el 15% de los casos de cancer de pulmén. Este tipo de célula de
cancer de pulmén se divide y crece muy rapidamente y, a menudo, se
disemina hacia los ganglios linfaticos u otros 6rganos (Wagar &
Morgensztern, 2017).

Ademas, presenta una capacidad de respuesta inicial favorable a los

tratamientos, sin embargo, las células tumorales resistentes son capaces de

13



causar recidiva formando rapidamente un nuevo tumor (Bernhardt & Jalal,
2016).

e EIl cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), que representa el

85% restante de los casos, se divide en 3 subtipos patoldgicos principales

(Walker, 2008):

)] Adenocarcinomas, son los casos de NSCLC mas frecuentes
representando un 40%, generalmente estdn presentes en la periferia
pulmonar y pueden causar metastasis de forma rapida en el higado,
las glandulas suprarrenales, los huesos o el cerebro.

1)) El carcinoma de células escamosas representa un 20%, generalmente
se localizan més centralmente, lo que a menudo resulta en obstruccién
endobronquial y hemoptisis.

i) Carcinoma de células grandes constituye el 2.9% de todos los

carcinomas de pulmén.

3. Tratamiento

El cancer de pulmon se clasifica por estadios segun su tamafio, en el estadio | el
tumor mide no mas de 3 centimetros (cm), mientras que en el estadio I, el tumor
mide entre 3y 5 cm, por otro lado, en el estadio Ill el tumor vaentrelos5a 7 cmy
en el estadio IV el tumor es mayor a 7 cm con invasion a espacios como el

mediastino y posible metastasis a nodos linfaticos (American Cancer Society, 2019).

La terapia méas recomendada para el NSCLC en estadios tempranos (I, Il y algunos
estadios Ill) es la cirugia, que puede ser con lobectomia o neumonectomia,
dependiendo de la ubicacion del tumor. El estdndar de atencién para el NSCLC
implica la adicion de quimioterapia adyuvante, es decir, un tratamiento adicional
para el cancer que se administra después del tratamiento primario, el cual,
demuestra una ventaja significativa de supervivencia (Lemjabbar-Alaoui, Hassan,
Yang, & Buchanan, 2015; Walker, 2008). La supervivencia a 5 afos es de 68% a
92% para el estadio clinico I, y 53% a 60% para el estadio Il (Hirsch et al., 2017).
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En general, se debe tratar con quimioterapia adyuvante a pacientes con reseccion
completa con NSCLC en estadio Il y estadio lll. Aunque también se pueden
considerar candidatos de quimioterapia adyuvante a pacientes en estadio | de alto
riesgo. Los regimenes basados en cisplatino pueden ser mas eficaces que el
carboplatino y deben considerarse estos farmacos como terapia de eleccién en el
contexto curativo adyuvante, para pacientes completamente resecados (Lemjabbar-
Alaoui et al., 2015).

El NSCLC en estadio Ill es una enfermedad heterogénea y varia desde tumores
resecables con metastasis microscopicas, hasta ganglios linfaticos y enfermedad
voluminosa no resecable que involucra multiples ubicaciones ganglionares. El
estandar de atencion actual incluye un curso de radioterapia toracica de 6 semanas
(60 a 66 Gy) con la administracion simultanea de quimioterapia, usando cisplatino
o carboplatino y un segundo medicamento por semana o cada 3 semanas, con 0
sin cirugia, siendo el tiempo de supervivencia promedio de mas de 2 afios y una
supervivencia a 5 afios de 15% a 20% (Evans, 2013; Hirsch et al., 2017; Walker,
2008).

Las opciones de tratamiento en estadio IV pueden incluir radioterapia externa
paliativa, quimioterapia combinada, terapia dirigida, y cualquier terapia con laser o

radioterapia endoscoépica, segun sea necesario.

Las terapias dirigidas, se definen como un tratamiento en el que se usan
medicamentos u otras sustancias para identificar y combatir tipos especificos de
células cancerosas, esta terapia ha mostrado un éxito temprano notable en muchas
neoplasias malignas y tienen un papel importante en el tratamiento del cancer de
pulmén avanzado. Varios anticuerpos monoclonales dirigidos al receptor
Programmed Death-1 (PD-1) como nivolumab, pembrolizumab o su ligando
Programmed Death-ligand 1 (PD-L1) como atezolizumab, durvalumab, avelumab
han llegado a la clinica, y otros estan en desarrollo preclinico (Hirsch et al., 2017).
Sin embargo, esta estrategia de terapia dirigida no es aplicable para todos los
blancos farmacolégicos identificados y presenta alto costo, por lo cual no todos los
pacientes son candidatos para recibir este tratamiento (National Cancer Institute,
2020).
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Por otra parte, en el SCLC, la cirugia puede tener un papel en un pequefio grupo de
pacientes con tumores periféricos en estadios muy tempranos (Bernhardt & Jalal,
2016). Pese a tener un mal prondstico, el SCLC es muy sensible a la quimioterapia,
por lo que la terapia puede causar una reduccion tumoral en la mayoria de los
pacientes. El tratamiento estandar para pacientes con cancer de pulmon de células
pequefias en estadio alto es la quimioterapia combinada entre cisplatino y etopésido
(Kalemkerian, 2016; Wagar & Morgensztern, 2017). Sin embargo, los resultados de
los pacientes con SCLC avanzado son malos, con una mediana de duracién de
supervivencia global menor a los 10 meses y una supervivencia a 5 afios menor al
5%. Ademas, el tratamiento de primera linea para tales pacientes, se ha mantenido
sin cambios durante mas de tres décadas, generalmente consiste en 4 a 6 ciclos de
guimioterapia con un agente a base de platino (cisplatino o carboplatino) y etopésido
(Sabari, Lok, Laird, Poirier, & Rudin, 2017).

4. Relacion entre cancer de Pulmén y periodontitis

Las enfermedades orales con mayor prevalencia son las caries y la periodontitis,
esta Ultima, es una enfermedad inflamatoria avanzada de las encias causada por
disbiosis bacteriana oral que afecta la respuesta inmune local y se caracteriza por
la destruccion de las estructuras de soporte de los dientes. Es altamente prevalente
y tiene mdltiples impactos negativos en la calidad de vida. Ultimamente se ha
establecido que esta enfermedad puede influir en el riesgo de cancer a través de
cambios en la respuesta inmune o, alternativamente, a través de la diseminacion de
bacterias patdgenas (Hajishengallis, 2015). La periodontitis tiene gran impacto
causando inflamacion sistémica; los anticuerpos contra los patdégenos bacterianos
(contra la periodontitis) se han medido en la sangre; sin embargo, el mecanismo
exacto que vincula la periodontitis al cancer no esta establecido y no se sabe en
gué etapa de la enfermedad periodontal puede influir el riesgo de cancer. Pese a
esto, se ha podido determinar que la enfermedad periodontal se asocié con un
aumento pequefio, pero significativo, en el riesgo general de cancer (Michaud, Fu,
Shi, & Chung, 2017; Michaud, Liu, Meyer, Giovannucci, & Joshipura, 2008).

Ademas, que existe una relacion significativa entre la enfermedad periodontal con
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cancer oral pudiendo aumentar el riesgo del cancer en casi dos veces (Yao, Zhou,
Peng, Ji, & Liu, 2014, L. Ye, Jiang, Liu, & Tao, 2016).

Las personas con enfermedad periodontal son mas susceptibles a las
enfermedades respiratorias, como enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOC), la cual constituye como un factor de riesgo para generar cancer de pulmén.
Ademas, se ha sugerido que bacterias orales especificas estan involucradas en la
carcinogeénesis (Michaud et al., 2017; Zeng et al., 2016). La profundidad al sondaje
del saco periodontal, asi como el indice de gravedad de la enfermedad periodontal,
es decir a mayor severidad, se asocia con un riesgo de desarrollar cancer de pulmén
mayor al doble, incluso después de ajustar el estado del tabaquismo y las

cajetillas/afio de fumadores (Chrysanthakopoulos, 2016; Michaud et al., 2018).

Se ha descrito que la periodontitis aumenta los niveles de marcadores inflamatorios
sistémicos como Proteina C Reactiva (PCR), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) e interleuquinas (IL) producto del microambiente proinflamatorio que se genera
mediante el reclutamiento de células inmunes infiltrantes (Morales, Bravo, Baeza,
Werlinger, & Gamonal, 2016). Algunos de los mediadores inflamatorios, (TNF-a, IL-
6 e IL-10), participan tanto en el inicio como en la progresion del cancer (Landskron,
De la Fuente, Thuwajit, Thuwajit, & Hermoso, 2014). La inflamacién favorece
muchos aspectos de las neoplasias malignas, incluida la proliferacién y
supervivencia de las células malignas, la angiogénesis, la metastasis tumoral y la
respuesta tumoral a los farmacos (Gomes, Teixeira, Coelho, Araujo, & Medeiros,
2014).

Otro posible mecanismo descrito en la literatura, es la aspiracion de patégenos
orales, como Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus actinomycetemcomitans en
los pulmones, lo que conduce a bronquitis y otras infecciones respiratorias. También
las citoquinas que se originan en los tejidos periodontales pueden alterar el epitelio
respiratorio y promover infecciones patdégenas. La enfermedad periodontal en si es
una enfermedad inflamatoria crénica y la estrecha proximidad anatémica entre la
cavidad oral y los pulmones puede ser otro mecanismo potencial detras de la
asociacion de la enfermedad periodontal y el cancer de pulmén (Zeng et al., 2016).

Sin embargo, la evidencia actual solo proporciona la idea de una asociacion de
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enfermedad periodontal y cancer de pulmén. Los mecanismos carcinogenicos

precisos siguen siendo desconocidos.

Por otra parte, es sabido que el cigarro y su humo es un factor de riesgo comun
entre periodontitis, cancer de pulmén y cancer oral. En un mundo en donde al afio
2015 un 20,2% de la poblacion mundial consume cigarrillos, las relaciones entre
estas enfermedades se establecen fuertemente (WHO global report on trends in

prevalence of tobacco smoking 2000-2025, 2018).

Finalmente, los tumores metastasicos de pulmén en cavidad oral son lesiones poco
frecuentes que bordean el 1% de todas las neoplasias malignas orales, de ellas, la
gran mayoria de las lesiones se localizan en mandibula (80-90%) (Sociedad
Espafiola de Cirugia Oral y Maxilofacial. et al., 2001). Basta con realizar una
pequefia busqueda bibliografica para ver que se reportan multiples casos en los
cuales se produce metastasis en la region oral a partir de cancer primario de pulmaon,
pero con un nivel de evidencia bajo (Donoff, Albert, Olson, & Guralnick, 1976; Irani,
2017; Ito, Onizawa, & Satoh, 2017; Kamat, Shetye, Akkara, & Dhupar, 2014; Misir,
Mercan, & Glnhan, 2013; Moss, 1961; Raja Lakshmi, Sudhakara Rao, Bhavana, &
Sathish, 2014; Rajinikanth, Prakash, Swathi, & Reddy, 2015; Tanaka et al., 2002;
Vieira, Aarestrup, Carvalho Da Fonseca, & Dias, 2001; Nuyen & Tang, 2016).

5. Células Iniciadoras de Tumores y heterogeneidad tumoral

A pesar de los varios avances en los ultimos afios en el tratamiento del cancer de
pulmon, las tasas de supervivencia a 5 afios siguen siendo extremadamente pobres,
debido al desarrollo de resistencia y eventual recidiva. La resistencia a las terapias
citotoxicas presenta un desafio clinico significativo en el tratamiento de esta
enfermedad. La hipétesis de las Células Iniciadoras de Tumores (TICs) o “Cancer
Stem Cells” (CSC) sugiere que los tumores estan dispuestos en una estructura
jerarquica, con la presencia de un pequefio subconjunto de células madre que son
responsables del inicio y crecimiento tumoral. Esta poblacién de TICs tiene una serie
de propiedades clave, como la capacidad de dividirse, diferenciarse en multiples

linajes y autorrenovarse, ademas de tener una mayor resistencia intrinseca a las
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terapias (Gazdar, Bunn, & Minna, 2017; Lopez-Ayllon et al., 2014; MacDonagh et
al., 2016).

La heterogeneidad celular es una caracteristica de muchos tumores solidos y la
hipotesis de TICs sugiere que esta heterogeneidad dentro de un tumor se debe a
una dinamica celular jerarquica y la presencia de una pequefia subpoblacién de
células que muestran las propiedades de las células madre somaticas normales.
Estas TICs son multipotentes y tienen dos caracteristicas clave de las células
madre: las habilidades para autorrenovarse y diferenciarse, propiedades necesarias
para la iniciacion y progresién del tumor (Reya, Morrison, Clarke, & Weissman,
2001).

Las TICs pueden dividirse asimétricamente, lo que les permite autoperpetuarse
simultaneamente y dar lugar a un tumor heterogéneo, con una subpoblacién de TICs

mantenida de manera constante (Tower, 2012).

En la actualidad, se cree que la resistencia terapéutica de las TIC se debe a varias
caracteristicas propias de esta subpoblacién, tales como (Sleeman & Steeg, 2010;
Yan et al., 2016):

e Expresion de altos niveles de proteinas transportadoras (eflujo del farmaco),
como ABCG2 (BCRP) y la glicoproteina P (ABCB1), que pueden provocar el
eflujo de farmacos antineoplasicos.

e Resistencia a la apoptosis, ya que expresan niveles aumentados de
proteinas antiapoptoéticas/pro-supervivencia como Bcl-2, Bcl-xL, proteina
inhibidora de apoptosis (IAP) o FLIP.

e Mayor capacidad de reparacion del ADN debido al aumento de la activacion
del punto de control del dafio del ADN, lo que contribuye a su resistencia a
tratamientos como algunos antineoplasicos clasicos y la radioterapia.

e La capacidad de permanecer relativamente inactivas, en estado de latencia,
lo que las hace resistentes a los agentes de quimioterapia especificos del
ciclo celular.

e Labaja expresion de ciertos antigenos especificos de tumor que se expresan

por células diferenciadas; por lo tanto, las terapias inmunoldgicas que se
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dirigen a las células cancerosas a traves de estos antigenos no afectaran las
TICs.
e Lacapacidad de inducir angiogénesis y, por consiguiente, ayudar a promover

el crecimiento tumoral, ademés de migrar y causar metastasis.

Es por esto que la eliminacion de las TICs pulmonares es de suma importancia en
el momento de la intervencion terapéutica para prevenir su expansion y la posterior

recurrencia tumoral, recidiva y metastasis (National Cancer Institute, 2017).

El tumor se encuentra inmerso en un microambiente local, el cual es capaz de
potenciar la heterogeneidad intratumoral al influir en los fenotipos de diversas
células cancerosas y no cancerosas. Esta extensa variacién intercelular, se
encuentra compuesta por células tumorales, células no tumorales, células
endoteliales, macrofagos, fibroblastos, linfocitos y matriz extra celular, lo que explica
la gran variedad de mecanismos de resistencia a los medicamentos que se pueden
presentar. Entre ellos encontramos vasos sanguineos anormales que resulta en un
suministro deficiente de la terapia sistémica, efectores inmunoldgicos y en la
concentracion de oxigeno; matriz extracelular densa que resulta en la dificultad del
suministro de una terapia sistémica; o una sefializacién de supervivencia inducida

por citoquinas inflamatorias o0 moléculas (Figura 1) (Rybinski, B. y Yun, K. 2016).

Células iniciadoras
de tumores

AP\

Célula tumoral
proliferativa

Célula tumoral
post-mitética

Células tumorales
genéticamente distintas

-# Células dendriticas

Macréfagos

/ Fibroblastos

c Linfocitos

Células Endoteliales

Baja[] oxigeno, BajopH ~ MEC Matriz extracelular
Figura 1. Esquema de heterogeneidad tumoral. Se encuentran representadas células tumorales con

diferencias genéticas, células normales, y células del sistema inmune dentro del microclima que
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incluye perfusidn de vasos sanguineos, matriz extracelular y otros factores. (Imagen adaptada de
Rybinski & Yun, 2016)

6. Reprogramacion metabdlica en células tumorales

Las células tumorales (CT) tienen distintos requerimientos metabdlicos comparado
con células normales. Pues una subpoblacion de CT producen un porcentaje muy
elevado del Adenosin Trifosfato (ATP) a través de la glicolisis en desmedro de la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS), pese a la existencia de niveles normales de
oxigeno, esto se conoce como “Efecto Warburg”, caracterizado por un aumento en
la captacion y consumo de glucosa, una disminucion en la fosforilacion oxidativa, y
un aumento en la produccién de lactato (Remedios, Cutifio, Pérez, 2016; Hsu &
Sabatini, 2008).

La produccion de ATP por la via glucolitica pareciera representar una desventaja
para una célula en crecimiento, ya que por esta via solo se forman 2 moles de ATP
por mol de glucosa, en comparacion con los 36 moles de ATP generados a través
del ciclo del &cido citrico, sin embargo, la via glucolitica es capaz de producir
energia a un ritmo mucho mas rapido que la fosforilacién oxidativa (Gillies, Robey,
& Gatenby, 2008; Vazquez, Liu, Zhou, & Oltvai, 2010). Ademas, este cambio
metabolico proporciona a las CT elementos necesarios como precursores de una
variedad de rutas biosintéticas destinados a la produccién de lipidos, aminoacidos
y nucledtidos requeridos para la exacerbada proliferacién celular (Heiden, Cantley,
& Thompson, 2009; Korshunov, Kondakova, & Shashova, 2019).

Producto del “efecto Warburg”, las CT tienen que eliminar constantemente el lactato
hacia el exterior de la célula a través de los transportadores generando un
microambiente acido, el cual es toxico para las células normales y favorece la
invasion de células tumorales (Gatenby & Gawlinski, 2003; Halestrap & Meredith,
2004; Mathupala, Colen, Parajuli, & Sloan, 2007).

A medida que el tumor inicial se expande mas alla de los limites de difusion de
suministro de la red capilar, las células tumorales entran en estado de baja
concentracion de oxigeno llamado hipoxia (concentracion de oxigeno de 5 — 1%) o
anoxia (concentracién de oxigeno menor a 1%). Esto genera la estabilizacion del
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factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-1) que inicia y conlleva a una
reprogramacion transcripcional completa del metabolismo que ofrece multiples
soluciones al estrés hipoxico. Por una parte, se exacerba la glicolisis por medio de
un aumento en la expresion de enzimas glucoliticas y por otra, se aumentan los
transportadores de glucosa y los inhibidores del metabolismo mitocondrial, pues
esta es la estrategia Optima para la generacion de ATP cuando una célula esta
limitada en el uso la cadena de transporte de electrones (Hsu & Sabatini, 2008;
Koppenol, Bounds, & Dang, 2011; Semenza, 2010).

Ademas, HIF-1 estimula la angiogénesis (la formacibn de nuevos vasos
sanguineos) regulando varios factores, incluido el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). Sin embargo, los vasos sanguineos formados para el
microambiente tumoral pueden estar desorganizados, y no entregar sangre de
manera efectiva, por lo tanto, no alivian completamente la hipoxia (Figura 2) (Hsu &
Sabatini, 2008).

A Normoxia B Hipoxia

| Citoplasma
Nucleo

HIF-1a  HIF-18

Metabolismo energético Apoptosis
(Transportadores de glucosa)

Metastasis

Proteosoma

y degradacioén Angiogénesis

VEGF Invasién celular

Figura 2. A) En condiciones de oxigeno (normoxia), la proteina HIF-1a se hidroxila y se une a una
proteina denominada VHL, esta proteina es necesaria para unir la ubiquitina y asi, el complejo
ubiquitina-HIF1a es reconocido por el proteosoma y degradado. B) En condiciones de hipoxia, la
acumulacion de HIF-1a en el citoplasma provoca su translocacion hacia el ndcleo en donde se une
a HIF-1b, estimulando a la célula a cambiar el metabolismo energético, estimular angiogénesis,

migracion celular y metastasis, para su supervivencia.
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7. Funcién mitocondrial en células tumorales

Las mitocondrias son organelos que estan inherentemente presentes en la mayoria
de las células eucariotas. Llevan a cabo mdltiples funciones vitales en una célula,
incluida la conversion de energia, la sintesis de metabolitos, la regulacion del estado
redox celular, la produccion de especies reactivas de oxigeno, el inicio de la
apoptosis y el almacenamiento de Ca*? celular (Boukalova, Rohlenova, Rohlena, &
Neuzil, 2018).

Las CT presentan una disminucién en el nimero de sus mitocondrias, como también
varias modificaciones en la composicion lipidica de la membrana interna
mitocondrial de las CT, dado por el aumento de fosfolipidos como cardiolipina (que
aumentan la densidad de cargas negativas en la membrana) y colesterol (que puede
disminuir la difusion pasiva de H* y otros iones), lo que provoca consecuentemente
una menor permeabilidad de H* y se traduce en una diferencia de potencial de
transmembrana mitocondrial (Aywm) mayor, alcanzando valores de 150 — 180 mV,
encontrdndose cargada negativamente en la cara interna de la membrana
mitocondrial interna. La magnitud de esta carga es mayor que cualquier otro
organelo, incluso el doble que las membranas de células excitables (Figura 3)
(Chen, 1988; Moreno-Sanchez, Rodriguez-Enriquez, Marin-Hernandez, &
Saavedra, 2007; Yan et al., 2016).
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Figura 3. Representacion de la cadena transportadora de electrones, en donde la parte interna de
la membrana mitocondrial interna se encuentra cargada negativamente y el espacio intermembrana
se encuentra con carga positiva. Esta diferencia de potenciales eléctricos varia entre 150 a 180 mV.

Imagen adaptada de Principios de bioquimica, Lehninger, 6ta edicion, 2014, pagina 705.

Ademas de las funciones metabolicas que posee la mitocondria, también juega un
papel muy relevante en la muerte celular, ya que es capaz de mediar la via
intrinseca de la apoptosis, generando la permeabilizacion de su membrana
mitocondrial liberando factores apoptogénicos como el citocromo C, el factor
inductor de la apoptosis (AlIF), ATP y Smac/Diablo (Fulda, 2010). Esto conlleva a la
activacion de la caspasa-9 lo que produce la consecuente activacion de la caspasa-
3 que es quien gatilla el proceso apoptotico y la muerte celular (Garcia Garcia, 2005;
Pazo Cid, R.A., 2012).

Algunos estudios han demostrado que, inhibidores de la cadena transportadora de
electrones o inductores del desacoplamiento del sistema de generacion del
potencial de transmembrana mitocondrial conducen a una pérdida de este potencial,
presentando un incremento de la permeabilidad de la membrana interna, la
formacién del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial y la pérdida de la
capacidad de almacenaje de calcio, impidiendo la homeostasis, induciendo estrés
energético y desencadenando en la activacion de factores pro-apoptoéticos (Cao et
al., 2011).

En varios aspectos mitocondriales, las TICs presentan similitudes y diferencias en
comparacion con las células tumorales diferenciadas, estas ultimas son netamente
glucoliticas en desmedro de la OXPHOS, mientras que las TICs muestran una
flexibilidad metabdlica especial. Es decir, en presencia de oxigeno, las TICs pueden
cambiar entre glucolisis y OXPHOS para mantener la homeostasis y promover el
crecimiento tumoral (Atashzar et al.,, 2020). También muestran diferentes
regulaciones de estado redox, que incluyen niveles aumentados de produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), complejos mitocondriales y potencial de
membrana mitocondrial. La expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis
en las TICs también difiere de las de las células cancerosas comunes, dotando a

estas células de mayor resistencia al inicio de la apoptosis. Morfolégicamente, las
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mitocondrias en las TICs se sitlan mas cerca de los nucleos, mostrando un patrén
perinuclear, mientras que las células cancerosas diferenciadas muestran una
distribucién mitocondrial mas homogénea. Los numeros de copias de ADN
mitocondrial también muestran diferencias entre las TIC y las células cancerosas en

general (Yan et al., 2016).

En consecuencia, se ha sugerido una serie de caracteristicas mitocondriales como
objetivos plausibles para la eliminacion de células tumorales, como la inhibicion de
la cadena transportadora de electrones, la neutralizacion de proteinas
antiapoptoticas, la induccién de la apertura del poro de transicién de permeabilidad
mitocondrial y la modulacion de la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial.
Por lo tanto, las mitocondrias representan un blanco prometedor para la terapia

contra el cancer (Yan et al., 2016).

Las mitocondrias de las TICs pueden poseer ciertas caracteristicas que son
similares a células madre normales. Al respecto en un estudio, aislaron las TICs de
la linea celular de cancer de pulmén A549 y descubrieron que diferian en sus
caracteristicas mitocondriales de sus contrapartes de células tumorales mas
diferenciadas (Células Tumorales no Iniciadoras), las cuales son, distribucion
mitocondrial perinuclear, un menor nimero de ADNmt y un mayor potencial de
membrana mitocondrial, menor consumo de oxigeno y glucosa, y menores
concentraciones de ROS y ATP intracelulares (X. Q. Ye, Li, et al.,, 2011). Otro
estudio sugiere que se puede usar una AWYm mas alta de TIC para discriminar esta
poblacién celular de la mayoria de las células de cancer de pulmoéon mas

diferenciadas que presentan AWm menor (X. Q. Ye, Wang, et al., 2011).

En el afio 2015 se estudiaron las TICs pancreaticas utilizando un modelo inducible
de ratébn con canceres pancreaticos y se revel6 que su potencial de membrana
mitocondrial era mayor en comparacion con la mayor parte del tumor. Ademas, la
caracterizacion metabolica profunda de estas células tumorigénicas reveldé su
dependencia de la respiracion mitocondrial versus (vs.) la glucdlisis ya que dichas
células fueron sensibles a los inhibidores de Fosforilacion Oxidativa y sucumbieron

al estrés metabdlico y la apoptosis (Viale, Corti, & Draetta, 2015).
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Una forma de alterar la funcibn mitocondrial es intervenir con el gradiente
electroquimico y también afectar la biogénesis de la mitocondria, estrategias que se

discutiran a continuacion en los siguientes puntos.

8. Compuestos antineopléasicos dirigidos a la mitocondria

Considerando las caracteristicas de las mitocondrias de células tumorales, se
reconoce como un blanco farmacoldgico interesante para el desarrollo de nuevos
farmacos dirigidos selectivamente hacia este organelo (Gogvadze, Orrenius, &
Zhivotovsky, 2008). En esta direccion, las intervenciones farmacoldgicas realizadas
hasta ahora, han utilizado un grupo heterogéneo de compuestos conocidos como
“mitocans” (Palabra derivada de mitocondria y cancer) siendo su caracteristica mas
relevante la de ejercer propiedades antitumorales basadas en su capacidad para
inducir apoptosis en células malignas, produciendo una disfuncién mitocondrial
generalmente de forma selectiva, generando una minima toxicidad hacia las células

y tejidos normales (Ralph & Neuzil, 2009).

La mitocondria mantiene un gradiente electroquimico dado por la diferencia de
concentracion de protones (H*) entre el espacio intermembrana y la matriz
mitocondrial, el cual es clave para la sintesis de ATP, dichos protones estan
separados por la membrana mitocondrial interna la cual es impermeable a ellos.
Esta caracteristica otorga una carga negativa al lado interno de la membrana interna
mitocondrial, lo que permite que cationes que presenten la capacidad de atravesar
membranas se puedan acumular. Este potencial de transmembrana, se ha
determinado que es entre 2 a 6 veces superior a cualquier otro organelo. Por ello,
es que ha sido utilizado para dirigir selectivamente compuestos cationicos a la
mitocondria, pues la Ley de Nernst predice que por cada 60 mV de diferencia de
voltaje en el potencial de membrana, la acumulacién de compuestos aumenta en
cerca de 10 veces (Neuzil, Dong, Rohlena, Truksa, & Ralph, 2013; Ross et al.,
2005).

Con esta estrategia se han desarrollado cationes lipofilicos y péptidos dirigidos a las
mitocondrias que se han usado como moléculas bioactivas, que se dirigen hacia las

mitocondrias. Esto conlleva a una concentracidon mas alta del compuesto dentro de
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las mitocondrias, lo que incrementa su potencia y permite que se use menor
concentracion del compuesto. También permite minimizar el metabolismo extra
mitocondrial que podria llevar a la inactivacion del farmaco, a su excrecion o a
desarrollar efectos secundarios. Esta estrategia de entrega del farmaco también
capacita a moléculas que usualmente son pobremente captadas por las
mitocondrias para que se dirijan a las mitocondrias; dicha estrategia se puede lograr
cambiando la hidrofobicidad de la molécula (Luna-Ortiz P, 2014).

Se ha comprobado que las sales de trifenilfosfonio (TPP*) mantienen este mismo
patrén, ya que son captadas rapidamente por las mitocondrias impulsado por el gran
potencial de membrana y la carga negativa que presenta la matriz mitocondrial, la
qgue atrae fuertemente a los cationes. Las moléculas cargadas, generalmente son
incapaces de atravesar membranas sin la existencia de un transportador proteico,
debido a la gran energia de activacion que requiere remover las moléculas de agua
asociadas a estas moléculas. Sin embargo, la distribucion de la carga a través de
una larga porcion lipofilica presente en el catién deslocalizado de trifenilfosfonio se
traduce en energias significativamente menores facilitando su paso a través de
membranas lipidicas. Por esta razén, el ion TPP* ha sido utilizado como una porcién
molecular capaz de dirigir a un farmacéforo selectivamente hacia la mitocondria
(Murphy, 2008).

Figura 4. Esquema de trifenilfosfonio, su estructura lipidica le permite atravesar membranas

facilmente y debido a su carga positiva, es capaz de dirigirse selectivamente a la mitocondria.

9. Cationes lipofilicos deslocalizados derivados de &cidos polihidroxi-

benzoico como antineoplasicos

En la blsqueda de nuevas moléculas para tratamiento del cancer, nuevas
investigaciones se centran en compuestos bioactivos extraidos de plantas o

derivados semisintéticos a partir de compuestos naturales. Los flavonoides han
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recibido gran atencion debido a su presencia comdn en una variedad de plantas;
entre estos compuestos se encuentra el acido gélico (GA), que se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza como verduras, frutas y productos
alimenticios como el chocolate, té y vino (Choubey S, Goyal S, Varughese LR,
2018). El acido galico (acido 3,4,5- trihidroxibenzoico) se puede obtener a través de
hidrélisis acida de los taninos hidrolizables. Este compuesto destaca por sus
propiedades antitumorales y también por presentar un cierto grado de selectividad
en su citotoxicidad al comparar la actividad sobre células tumorales y no tumorales.
Ademas, estos compuestos poseen potentes propiedades terapéuticas, incluyendo
propiedades antitumorales, antivirales, antimicrobianas, antioxidantes, entre otras
(Locatelli, Filippin-Monteiro, & Creczynski-Pasa, 2013; You, Moon, Han, & Park,
2010).

Se ha descrito, que para potenciar la actividad del acido galico y sus derivados es
necesario asociarlo a una molécula de trifenilfosfonio mediante una cadena alquilica
de diez carbonos para que la mayor diferencia de potencial eléctrico de
transmembrana mitocondrial de las células cancerosas guie selectivamente la
molécula a la mitocondria causando muerte celular (Jara et al., 2014). Se ha
demostrado en estudios previos que, derivados del acido galico, unidos a una
molécula de trifenilfosfonio (TPP*) presentan mayor citotoxicidad y selectividad ya
que exhiben un menor ICsp para las células tumorales y un indice de selectividad
considerablemente mayor en comparacion con las células normales (Jara et al.,
2014).

Por otra parte, se ha sintetizado una nueva serie cationes lipofilicos de derivados
del acido benzoico con distintas sustituciones en su anillo aromético que tienen
como grupo farmaco6foro moléculas como el &cido gentisico (2,5 diOH benzoico), el
acido protocatéquico (2,3 diOH benzoico) y el acido 2-hidroxibenzoico, todos
metabolitos del acido gélico y que podrian presentar mayor efectividad o
selectividad frente a células tumorales (Figura 5) (Catalan, Castro-Castillo, Gajardo-
de la Fuente, et al. 2020).
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Figura 5. Esquemas de cationes lip6filos deslocalizados. A) Molécula de acido galico unida a
trifenilfosfonio. B) Molécula de &4cido protocatéquico unida a trifenilfosfonio. C) Molécula de &cido

gentisico unida a trifenilfosfonio. D) Molécula de &cido 2-hidroxibenzoico unida a trifenilfosfonio.

10.Efectos mitocondriales de doxiciclina como un nuevo farmaco

antineoplésico.

Debido a la resistencia intrinseca y adquirida del cancer sobre los medicamentos se
recomienda terapias de multiobjetivo (multitarget), esto se puede lograr mediante la
combinacion de dos compuestos con distinto mecanismo de accion para eliminar
las células tumorales (Xie L, Bourne PE, 2015). La utilizacién de farmacos
aprobados en clinica y descubrir nuevas propiedades antitumorales, representa una
ventaja respecto a nuevas moléculas, ya que se encuentra descrito sus perfiles
farmacoldgicos como dosis recomendadas, dosis toxicas, contraindicaciones, y
reacciones adversas, es por esto que doxiciclina se alza como una opcion de

tratamiento antineoplasico (Markowska A, Kaysiewicz J, Markowska J, et al., 2019).

Este conocido antibiético de la familia de las tetraciclinas, previene el crecimiento y
propagacion de las bacterias Gram positivas (+) y Gram negativas (-), es decir, es
un bacteriostatico. Inhibe la sintesis proteica bacteriana por unién a la subunidad
ribosomal 30S, evitando la union del aminoacil-ARNt al ribosoma en la célula
bacteriana (Figura 6). Ademas, inhibe la sintesis de proteinas mitocondriales, por
otra parte, la doxiciclina tiene un efecto inhibidor sobre la actividad de las

metaloproteinasas de la matriz (MMP); de acuerdo con esto, tiene la potencialidad
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de ser utilizado como antineoplasico y también como agente antiinflamatorio (Ali,
Alfarouk, Reshkin, & lIbrahim, 2017).

La doxiciclina actia como ionéforo, uniéndose a algunos cationes metalicos
divalentes, principalmente Zn*?, Ca*?> y Mg*? y dando como resultado la formacion
de complejos solubles en lipidos que se transportan facilmente a través de las

membranas hidréfobas (Ali et al., 2017).

El ribosoma bacteriano 30S es homologo al ribosoma mitocondrial 28S en células
de mamiferos, lo que lleva a efectos secundarios manejables del tratamiento con
doxiciclina, al inhibir la biogénesis mitocondrial en células de mamiferos (Zhang, Xu,
Zhang, & Vlashi, 2017). Se ha descubierto que la doxiciclina puede inhibir la
viabilidad y la proliferacion de las células de cancer de mama y células madre de
cancer de mama, planteandose como mecanismo la inhibicion de la biogénesis
mitocondrial afectando la subunidad 28S de los ribosomas, causando una pérdida
de masa mitocondrial (Figura 6) (Lin et al., 2018; Peredo-Silva et al., 2017; Zhang
et al., 2017). Estudios han demostrado que las TIC pulmonares dependen mas de
la fosforilacion oxidativa en comparacién con su progenie diferenciada, por lo que
utilizar como blanco la mitocondria es una opcion a considerar (X. Q. Ye, Li, et al.,
2011). Ademas, los efectos secundarios reconocidos del medicamento aprobado

por la FDA son menores y generalmente bien tolerados.

A <> B U aa J
P 4 ARNt «P 4 ARNt
a3 > aa
aa Doxiciclina _aa Doxiciclina
ARNm ARNm
Ribosoma Bacteriano Ribosoma Mitocondrial

Figura 6. A) Esquema del mecanismo de accién de doxiciclina como antibiético, esta molécula se
une a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, impidiendo la unién del aminoacil-ARNt (ARN de
transferencia mas un aminoécido) al resto de la cadena polipeptidica deteniendo la sintesis de

proteinas. B) Mecanismo de accién de doxiciclina en un ribosoma mitocondrial, la molécula se une
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a la subunidad 28S del ribosoma mitocondrial (que es analogo de la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano) y también impide la unién del aminoacil-ARNt a la cadena de polipéptidos, de esta forma

afecta la biogénesis mitocondrial.

11.Sintesis

El cancer de pulmoén tiene la mortalidad mas grande de todas las neoplasias
constituyendo la segunda causa de muerte en el mundo y en Chile. El cancer de
pulmon se clasifica como carcinoma de células pequefias y carcinoma de células

no pequefias.

Los tratamientos convencionales son radioterapia, quimioterapia y cirugia, pero las
tasas de supervivencia a 5 afios siguen siendo extremadamente pobres, debido al
desarrollo de resistencia y eventual recaida. La hipétesis de células iniciadoras de
tumores, sugiere que son responsables del inicio y crecimiento tumoral, ademas son
resistentes a los tratamientos convencionales. Por lo cual, es necesario desarrollar

nuevas terapias que nos permitan eliminar eficazmente las CT resistentes.

La mitocondria es un potencial blanco terapéutico en el tratamiento del cancer, ya
gue exhibe un mayor potencial transmembrana en las CT, por lo que es susceptible
a ser blanco de moléculas cargadas positivamente como los cationes lipofilicos
deslocalizados de trifenilfosfonio, que son moléculas sintetizadas a partir de acido
galico, acido gentisico, acido protocatéquico y el acido 2-hidroxibenzoico unidas a
TPP*.

Doxiciclina es un antibiético del grupo tetraciclina, recientemente se ha estudiado
su uso antineoplasico produciendo la inhibicién de la biogénesis mitocondrial en CT,
por lo cual se abre una opcién a nuevos tratamientos para la eliminacién de CT

resistentes a quimioterapias clasicas.
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

a) Hipotesis

“Los cationes lipofilicos deslocalizados del tipo acido polihidroxi-benzoicos en
combinacion con doxiciclina presentan actividad citotoxica selectiva en células
tumorales hipoxicas de cancer de pulmon, respecto a células normales, ejerciendo

estrés energético a través de la induccion de disfuncién mitocondrial”.
b) Objetivo General

Evaluar la actividad citotoxica, la selectividad y el efecto mitocondrial de los Cationes
Lipofilicos Deslocalizados (DLCs) y doxiciclina, por separado y en combinacion, en

células de cancer pulmonar sometidos a hipoxia y fibroblastos pulmonares.

c) Objetivos Especificos

1) Caracterizar en cultivos hipoxicos y normoxicos la presencia de células
iniciadoras de tumores presentes en lineas celulares derivadas de cancer de
pulmén.

2) Determinar la potencia y selectividad de los compuestos (DLCs y doxiciclina)
frente a lineas tumorales, comparandolos con células normales tipo fibroblastos.

3) Determinar si existe sinergia, efecto aditivo o antagonismo en la combinacién de
doxiciclina con DLCs sobre lineas tumorales derivadas de cancer de pulmén.

4) Evaluar el efecto de los compuestos en el funcionamiento mitocondrial de las

células tumorales de cancer de pulmon.
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IV. MATERIALES Y METODOS
e MATERIALES

a. Reactivos

Medio de cultivo “Roswell Park Memorial Institute” RPMI 1640 (cédigo R6504
Sigma-Aldrich®), medio de cultivo “Eagle’s Minimal Essential Medium” MEM
(codigo M0643 Sigma-Aldrich®), Anfotericina B (cddigo #03-028-1B, Biological
Industries®), Suero fetal Bovino (FBS del inglés Fetal Bovine Serum, cédigo #04-
127-1A Biological Industries®), Penicilina-Estreptomicina (cédigo #03-031-1B
Biological Industries®), Bicarbonato de sodio (cédigo #S5761 Sigma-Aldrich®),
Dimetil Sulfoxido o DMSO (codigo #276855 Sigma-Aldrich®), PBS al 10X ( tampon
fosfato salino pH 7,4) (cédigo #16505 Merck®), Tripsina-EDTA 0,25% (c6digo #03-
050-1B Biological Industries®), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio o MTT
(codigo #M6494 Thermo Fisher Scientific®), azul de tripan 0,4% (cédigo #25-900-
Cl Corning®), Doxiciclina (cédigo D9891 Sigma-Aldrich®), Kit CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay, anti CD44 (cédigo #88151, Cell Signaling
Technology), anti CD133 (Cddigo #ab253269, Abcam®), TMRM (Cdédigo
#ab275547, Abcam®), Albumina Fraction V (BSA, cddigo #A1391 PanReac®).

b. Compuestos en Estudio

Los compuestos estudiados en esta tesis, derivados de &acidos polihidroxi-
benzoicos, fueron sintetizados y caracterizados en la Facultad de Ciencias
Quimicas y farmacéuticas de la Universidad de Chile por el Dr. Vicente Castro
(Catalan, et al. 2020). Se utilizaron los compuestos catidnicos Galico TPP*C10,
Gentisico TPP*C10, 2,3 diOH TPP*C10y 2 OH TPP*C10.

Mientras que doxiciclina (doxi) se adquirié a través de Sigma-Aldrich®. Todas las

soluciones stock y disoluciones pertinentes fueron preparadas en DMSO.
c. Lineas Celulares

Los ensayos se realizaron con las siguientes lineas celulares:
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- NCI-H727, linea tumoral de bronquio pulmonar. American Type Culture
Collection.

- NCI-H1299, linea tumoral de metastasis pulmonar en nodo linfatico.
American Type Culture Collection.

- Fibroblastos Pulmonares, linea celular normal de pulmoén. Instituto de Salud
Publica de Chile (ISP).

¢ METODOS

a. Cultivo Celular norméxicos

El manejo del cultivo celular de ambas lineas tumorales, fue realizado en
condiciones de esterilidad bajo campana de flujo laminar. Estas células se cultivaron
en placas T25 con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado (FBS), 2% de penicilina/estreptomicina y 1% de Anfotericina
B, en una atmésfera de 37°C, 5% de CO:zy 21% de Oxigeno.

La linea celular de fibroblastos pulmonares también fue cultivada en condiciones de
esterilidad bajo campana de flujo laminar. Estas células se cultivaron en placas Petri
o T75 con medio MEM, suplementado con 10% de FBS, 1% de
penicilina/estreptomicina y 1% de Anfotericina B, en una atmosfera de 37°C, 5% de
CO2y 21% de Oxigeno.

b. Cultivo Celular hipéxicos

Se utilizaron las lineas tumorales cultivadas en normoxia, estas células se cultivaron
en placas T25 con medio RPMI-1640, suplementado con 10% de FBS, 2% de
penicilina/estreptomicina y 1% de anfotericina B. Las placas que se someten a
hipoxia, se dispusieron dentro de una camara hipoxica, a la cual se le agrega gas
de nitrégeno (N2) por un tiempo de 14 segundos a un flujo de 30 L/min, este gas
desplaza el oxigeno presente dentro de la cAmara, dejando una concentracion de
5% de Oxigeno, dicha concentracion fue medida con un medidor de oxigeno, la cual
se mantiene por 24 hrs, para posteriormente experimentar con las células. La

camara de hipoxia se encuentra en una atmdsfera de 37°C.
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c. Tripsinizacion de células

Las placas de células fueron lavadas 3 veces con PBS 1x estéril, se descarto el
sobrenadante, luego se agregd 1 mL de Tripsina-EDTA 0,25% y se espero el tiempo
necesario para que las células se despeguen. La tripsina fue inactivada agregando
medio de cultivo suplementado 10% con suero en el mismo volumen que se ocupo
de tripsina, luego se centrifugdé a 3500 revoluciones por minuto (rpm) en un tubo
conico de 2 mL por 5 minutos y se obtuvo un precipitado de células para realizar los

experimentos.
d. Almacenamiento y Congelamiento

Las lineas celulares fueron congeladas, segun las necesidades de la investigacion,
en sus respectivos medios suplementados con DMSO 5% V/V a -80 °C en viales de

criopreservacion.
e. Ensayo de viabilidad celular con MTT

Esta técnica se fundamenta en la reduccion metabdlica del MTT que es realizada
por enzimas oxidorreductasas mitocondriales y citosélicas capaces de metabolizar
el MTT a su forma insoluble de color azul o cristales de formazan, permitiendo de
esta forma determinar la viabilidad de las células tratadas ya que la cantidad de

formazan producido es directamente proporcional al nUmero de células vivas.

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron las 3 lineas celulares, las cuales se
sembraron 20.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo plano y se
incubaron por 24 horas (h) a 37°C y 5% de CO.. Las células luego se trataron con
concentraciones crecientes de los 5 compuestos en estudio por separado en
tiempos de 24, 48y 72 h y por triplicado de cada concentracion.

DLCs 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[] OouM 0.01pM 0.1pM 1p4M 5uM 10puM 25p4M  50uM  100uM

Tabla 1. Concentraciones finales de los compuestos cationes lipofilicos deslocalizados en cada

pocillo
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Doxi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[] ouM 1M 5uM 10uM 50uM  1004M 200uM  300uM  400M

Tabla 2. Concentraciones finales del compuesto doxiciclina en cada pocillo

Una vez transcurrido el tiempo de cada ensayo, el medio que contenia los
compuestos se descartd y se lavdé con PBS estéril 1x dos veces para eliminar
posibles trazas de los compuestos, para posteriormente colocar la dilucion de MTT
la cual se esperd de 2 a 4 h. Luego se descart6 el sobrenadante y se solubilizaron
los cristales con DMSO. Finalmente, la placa fue leida espectrofotométricamente en
un lector de microplacas a una longitud de onda de A =570 nm y se calcularon los
porcentajes de viabilidad celular a través de planillas de Microsoft Excel®. Para
evaluar el efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular, los resultados se
analizaron mediante el software GraphPad Prism 9 y se expresan como ICso,

obtenidos de la curva sigmoidea dosis-respuesta con pendiente variable.

Mientras que, para los cultivos hipoxicos, se utilizaron solo las lineas tumorales, las
cuales se someten a un golpe de hipoxia de 24 h al 5% de Oxigeno, para
posteriormente seguir con el protocolo del ensayo de viabilidad celular con MTT

anteriormente descrito.

f. Estudios de combinacidon de compuestos

Obtenidos los resultados de ICso (concentracion capaz de inhibir en un 50% la
viabilidad) de los farmacos en estudio, se analizo el efecto que tiene la combinacion
de éstos sobre las 2 lineas tumorales (NCI-H727 y NCI-H1299). Para esto, a partir
de los graficos obtenidos en el ensayo de viabilidad celular con MTT de los
compuestos a) Galico TPP* C10, b) Gentisico TPP* C10 y c) Doxiciclina, se
determind las concentraciones maxima y minima en las que se encontraban las
pendientes de las curvas sigmoideas. Luego, se realizaron disoluciones seriadas

entre esas concentraciones obteniendo un nuevo rango de concentraciones.
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Galico 1 2 3 4 5 6

[ ‘ 1M 1,90M  3,62uM  6,9.M  13,1uM 25,M
Gentisico 1 2 3 4 5 6
[ ‘ 1M 1,58uM  2,51uM  3,98uM  6,31uM 10uM
Doxiciclina 1 2 3 4 5 6
[ ‘ 5uM 7,92uM  12,6pM  19,94M  315uM  50uM

Tabla 3. Concentraciones determinadas a partir de las pendientes de las curvas de los compuestos
Galico TPP* C10, Gentisico TPP* C10 y doxiciclina.

Se sembraron 20.000 células (de normoxia y de hipoxia) por pocillo en placas de 96
pocillos de fondo plano y se incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO2. Luego se
agregd un compuesto en sentido horizontal y otro compuesto en sentido
perpendicular, ambas en orden creciente para formar la combinacion y se dejan
incubar por 72 h. Una vez transcurrido el tiempo del ensayo, el medio que contenia
los compuestos combinados se descartd y se lavo con PBS estéril 1x dos veces
para eliminar posibles trazas de los compuestos, para posteriormente colocar la
dilucion de MTT la cual se debia esperar 4 h. Luego se descartaba el sobrenadante
y se solubilizaron los cristales con DMSO. La placa se lee a través de
espectrofotometria en un lector de microplacas a una A =570 nm, y se calcularon
los porcentajes de viabilidad celular a través de planillas de Microsoft Excel®. Las
planillas posteriormente fueron analizadas en el programa Combenefit 2.021
determinando si en los compuestos combinados existe antagonismo o sinergia entre
Galico TPP* C10 — doxiciclina y Gentisico TPP* C10 - doxiciclina.

37



Galico-TPP*C10

A oum 1um 19uM 3,62pM  69puM 13,1 pM 25uM
oum 0 uM DMSO 1¢10 1,9 C10 3,62C10 6,9 C10 13,1C10 25 C10
. 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi +
5uM Sloes 1c10 1,9C10 3,62 C10 6,9 C10 13,1C10 25C10
8
— . 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi +
S 7,92pM 792004 110 19.C10 3,62 C10 6,9C10 13,110 25C10
o
x 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi +
8 12,6 pyM I2Ee 1C10 1,9 C10 3,62 C10 6,9C10 13,1 C10 25C10
. 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi +
19,9 uMm oSiox 1C10 1,9 C10 3,62 C10 6,9 C10 13,1 C10 25C10
. 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi +
31,5 uM SEElox 1C10 1,9 C10 3,62 C10 6,9 C10 13,1 C10 25 C10
. 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi +
50 uM Lol 1¢10 1,9 C10 3,62 C10 6,9 C10 13,1 C10 25 C10
Gentisico-TPP* C10
B 0 pMm 1um 1,58 uM | 2,51 pM 3,98 uM 6,31 pM | 10 puM
0 HM 0 M DMSO 1 Gent 1,58 Gent 2,51 Gent 3,98 Gent 6,31 Gent 10 Gent
. 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi + 5 Doxi +
5uM Il 1 Gent 1,58 Gent 2,51 Gent 3,98 Gent 6,31 Gent 10 Gent
I . 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi + 7,92 Doxi +
e 792puM 79200 1 Gent 1,58 Gent 2,51 Gent 3,98 Gent 6,31 Gent 10 Gent
o
&) . 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi + 12,6 Doxi +
< 12,6 UM 126Dox 1 Gent 1,58 Gent 2,51 Gent 3,98 Gent 6,31 Gent 10 Gent
a
. 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi + 19,9 Doxi +
19,9 uM ROz 1 Gent 1,58 Gent 2,51 Gent 3,98 Gent 6,31 Gent 10 Gent
. 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi + 31,5 Doxi +
31,5uM SEobox 1 Gent 1,58 Gent 2,51 Gent 3,98 Gent 6,31 Gent 10 Gent
. 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi + 50 Doxi +
50 uM 50/Doxi 1 Gent 1,58 Gent 2,51 Gent 3,98 Gent 6,31 Gent 10 Gent

Tabla 4. Modelo de combinaciones. A) Matriz de combinacién de concentraciones finales crecientes
para compuesto Galico-TPP*C10 (fila) y doxiciclina (columna). B) Matriz de combinacién de

concentraciones finales crecientes para compuesto Gentisico-TPP*C10 (fila) y doxiciclina (columna).

g. Expresion de marcadores de TICs

Se realiz6 citometria de flujo para detectar los marcadores de células iniciadoras de
tumores CD44, CD133 en la linea NCI-H1299 (Leon, MacDonagh, Finn, Cuffe, &
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Barr, 2016; Maiuthed, Chantarawong, & Chanvorachote, 2018). El procedimiento se

describe a continuacion:

1) Obtencion de muestras

El ensayo se realizé en cultivos convencionales, separando los cultivos de normoxia
con los cultivos de hipoxia y fueron sembradas 250.000 células/mL en cada pocillo
en placas de 24 pocillos, las cuales se incubaron a 37°C en 5% de CO2 por 24 h.

Transcurrido el tiempo, cada pocillo fue lavado 3 veces con PBS 1X en un volumen
de 500 pL, posteriormente se les agrego 300 uL de tripsina siguiendo el protocolo
de tripsinizacién. Se recolecto6 el contenido de 2 pocillos en un tubo cénico de 1,5
mL, para posteriormente centrifugar a una velocidad de 3500 rpm por 5 minutos.

Se elimino el sobrenadante, para luego resuspender y lavar con PBS 1X no estéril
en un volumen de 500 pL y centrifugar a 3500 rpm por 5 min, este proceso se repitio

3 veces. Finalmente se elimin6 el sobrenadante de PBS 1x y se conservaron los

-

precipitados de células para ser tratados.

250.000 cel. Se evaltan los Pocillos se Células son Se recolectan Se elimina
por pocillo en cultivos lavan con PBS tripsinizadas células de 2 sobrenadante
1000 pL de 1x pocillos en un
medio tubo conico y se
37°Ca24 hrs lavan por

centrifugacion
Figura 7. Obtencién de muestras para citometria de flujo.

2) Seleccion de células viables con loduro de Propidio (PI)

Este ensayo tenia como objetivo seleccionar adecuadamente la poblacion a analizar
en los ensayos posteriores, descartando las células muertas. Las muestras fueron
marcadas en el siguiente orden: Control sin marca, Muestra con PI, Control positivo
(muerte celular con triton X-100). Cada precipitado se resuspendio en 100 pL de
BSA al 0,5% y se incubo6 con 1 uL de Pl o con 1 pL PI+5 pL de Tritdon 100x (segun

correspondia) durante 15 min a temperatura ambiente antes de leer en el citbmetro.

3) Expresion de CD44 y CD133
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Las células precipitadas se marcaron en el siguiente orden: Control sin marca, anti
CD44, anti CD133 y anti CD44-CD133 + PI. Las células fueron resuspendidas en
100 pL de anticuerpo de interés diluido en buffer de BSA al 0,5% en PBS 1X e
incubadas en hielo y oscuridad durante 30 minutos para CD44 en una disolucién de
1:2000 de BSA al 0,5%, mientras que CD133 fue incubado en hielo y oscuridad por
1 hora en una dilucién 1:100 de BSA al 0,5%. Las muestras fueron traspasadas a
tubos de citbmetro y analizadas en un citémetro de flujo donde se cuantificaron
10.000 eventos. En resumen, los precipitados de células fueron ordenados del 1 al

6 para recibir los siguientes marcajes:

1) Poblacion celular sin marcaje

2) Poblacion celular con marcaje de loduro de Propidio (control negativo)

3) Poblacion celular con marcaje de loduro de Propidio + Tritébn 100x (control
positivo)

4) Poblacién celular con marcaje de CD44 (Phycoerythrin o PE)

5) Poblacion celular con marcaje de CD133 (Allophycocyanin o APC)

6) Poblacion celular con marcaje de CD44/CD133y PI (PE, APCy PI) se incubd
con 1 pL de Pl en 100 pL de BSA 0,5% por 15 minutos antes de analizar.

b b

"-_w"‘ "--,\:‘" ./ / \ oy
& & & @ & L

Control sin Muestra Control Anti - ~ Anti & # Anti < ;,'
marcaje con Pl positivo CD4a4 CD133 CD44/CD133
conPly

muerte celular
(triton)

Figura 8. Representacion grafica de los marcajes utilizados.
h. Medicion de contenido de ATP intracelular

Los niveles de ATP se midieron con el kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
(Kit de ATP), segun las especificaciones indicadas por el fabricante, con las

siguientes consideraciones:
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Se sembraron 10.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo plano
(tanto células de normoxia como células de hipoxia) y se incubaron por 24 h a 37°C
y 5% de COz2. Se agregaron los compuestos a) Galico TPP* C10, b) Gentisico TPP*
C10 y c) Doxiciclina en concentraciones de % de ICso, el ICso y 2 veces el ICso que
fueron determinados a partir del analisis de las curvas sigmoideas de cada
compuesto. (Tabla 5) También se utilizaron controles negativos con DMSO vy

controles positivos con CCCP 10 pM y oligomicina 1 pM.

Se espero6 por un tiempo de 4 h, para posteriormente lavar con PBS 1x no estéril.
Luego, la medicién de ATP se realiz6 agregando a las células 20 puL de PBS 1X no
estéril mas 20 yL de Buffer del kit de ATP. Se agitd por 2 minutos a 125 rpm para
luego transferir 30 UL de cada pocillo a una placa opaca y finalmente se medié la
concentracion de ATP en un espectrofluorimetro lector de microplacas (Synergy
HT™). Los resultados fueron analizados en planillas de Microsoft Excel® y el
software GraphPad Prism 9.

A Linea NCI-H727 Y% ICs0 ICs0 2x ICso
Normoxia 2,23 uM 4,47 uM 8,94 uM
Galico-TPP*C10 B
Hipoxia 2,02 uM 4,04 uM 8,08 uM
Gentisico- Normoxia 0,87 uM 1,75 uM 3,5uM
TPP*C10 Hipoxia 1,26 pM 2,52 uM 5,04 uM
o Normoxia 7,21 pM 14,42 uM 28,84 uM
Doxiciclina B
Hipoxia 7,11 pM 14,22 uM 28,44 uM
B Linea NCI-H1299 % ICs0 ICso0 2x ICso
_ Normoxia 2,4 uM 4,8 uM 9,6 uM
Galico-TPP*C10 B
Hipoxia 2,51 uM 5,02 uM 10,04 uM
Gentisico- Normoxia 1,32 uM 2,65 uM 5,3 UM
TPP*C10 Hipoxia 2 UM 4,01 uM 8,02 uM
o Normoxia 3,58 uM 7,16 uM 14,32 pM
Doxiciclina I
Hipoxia 7,73 uM 15,47 uM 30,94 uM
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Tabla 5. Concentraciones con las cuales se trabajé para los experimentos de medicion de ATP y
medicion de potencia de transmembrana mitocondrial, en base a los IC50 de los compuestos Gélico-
TPP+C10, Gentisico-TPP+C10 y doxiciclina a las 72 hrs. A) Linea celular NCI-H727. B) Linea celular
NCI-H1299.

i. Medicion de potencial de transmembrana mitocondrial mediante TMRE.

Los cambios generados en el potencial de transmembrana mitocondrial por la
accion de los cationes lipofilicos deslocalizados y doxiciclina fueron determinados
por la sonda fluorescente tetrametilrodamina metil éster (TMRE). TMRE es una
sonda cationica fluorescente de color rojo-anaranjado que penetra especificamente
en las mitocondrias de las células porque presentan una diferencia de potencial de
transmembrana. De esta forma se puede detectar si existe una disminucion en el

potencial de transmembrana mitocondrial producto de los compuestos en estudio.

Se incubaron 250.000 células/pocillo de las lineas tumorales en placas de 24
pocillos por 24 h a 37°C y 5% de CO:. Se retir0 el medio de cultivo y se lavaron los
pocillos 3 veces con PBS 1x no estéril en un volumen de 500 uL. Luego en 495 uL
de PBS 1x, se agregaron 5 pL de los compuestos en estudio en concentraciones %2
de ICso, ICs0 y 2xICs0 y se incubaron por 15 minutos a 37°C. Posteriormente se
agrego la sonda TMRE en un volumen de 1pL a concentracion de 100 uM por cada

pocillo y se incubaron por 15 minutos mas a 37°C.

Se retir6 el PBS 1x con el compuesto y sonda TMRE de los pocillos y las células
fueron lavadas con PBS no estéril para eliminar trazas de compuesto y sonda, luego
se tripsinizaron con 300 pL de tripsina, se inactiva la tripsina, se recolectaron las
células en tubos coénicos de 2 mL y se centrifugaron por 5 minutos a 3.500 rpm,
luego se retird el sobrenadante y los pellets fueron resuspendidos en 100 uL de PBS
1x y traspasados a tubos de citometria manteniéndolos a 4°C para ser analizados

mediante citometria de flujo.
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V. RESULTADOS

1) Expresion de marcadores de TICs

La expresion de marcadores de TICs fue realizada en la linea celular NCI-H1299 en
condiciones de normoxia e hipoxia. El experimento se realizé mediante citometria
de flujo y los resultados fueron divididos por cultivos de normoxia e hipoxia y

expresados en porcentajes con los marcadores CD44 y CD133.
Linea celular NCI-H1299
Normoxia

A. Seleccién de poblacion y viabilidad celular con Pl

Se selecciond la poblacion que segun tamafio y granulosidad correspondia a células
NCI-H1299 (Figura 9, A). Adicionalmente, se identifico mediante loduro de Propidio
(PI, PerCP-Cy5-5-A) las células muertas al interior de las poblaciones de interés y
se identificaron porcentajes de células vivas y muertas (Figura 9, B). Ademas,
paralelamente se establecio un control positivo con Pl y Tritén. (Figura 9, C).

A. Poblacion C. Control PI
_ B. Control PI .
seleccionada + Triton
ABA
) ABA ) A3A
80,2% 39,8% I 99.4%
E@—EPI- PI* Eg_f PI*
2.3 3 3 3 3
O &3 8 o]
= B
E| AL PO L R s :|||||||| T |‘|J||T|l| “l'l||||u|‘ NI
10 10 10 10 10 10 10 10
50 100 150 200 250 PerCP-Cy5-5-A PerCP-Cy5-5-A

FSC-H (x 1,000)

Figura 9. Evaluacién de viabilidad celular mediante citometria de flujo con ioduro de Propidio (PI) en
linea celular NCI-H1299 en cultivos de normoxia. A) Poblaciones celulares de NCI-H1299
seleccionada. B) Histograma poblacion de NCI-H1299 PI- vs. PI*. C) Histograma de control positivo
(+) de PI+Triton.

En la Figura 9 B, las células PI~ representan a células vivas y alcanzan un promedio

de 60,2%. Mientras que en la Figura 9 C, representa el control positivo con Tritdn,
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donde existi6 muerte celular representado por el marcador PI* que alcanzan un
99,4%.

B. Deteccion de CD44 y CD133 en cultivos de normoxia de NCI-H1299 a

través de citometria de flujo

Mediante citometria de flujo se determind la fluorescencia positiva para los
marcadores CD44 (Fluorocromo ficoeritrina, PE) y CD133 (Fluorocromo
Allophycocyanin, APC) de normoxia de la linea NCI-H1299 con el objetivo de
identificar poblaciones de TICs. Las poblaciones se seleccionaron segun lo descrito
anteriormente. Los histogramas de CD44 y CD133 se muestran en la Figura 10 y
los Dot Plots del doble marcaje entre CD44 y CD133 se encuentran en la Figura 11.
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Figura 10. Histogramas de la intensidad de fluorescencia de marcadores celulares CD44 y CD133
en linea celular NCI-H1299 en cultivo de normoxia mediante citometria de flujo. A) Expresion del
marcador CD44. B) Expresion del marcador CD133.
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Figura 11. Deteccién de CD44 y CD133 en linea celular NCI-H1299 en cultivo de normoxia realizado
a través de citometria de flujo. N=3, los porcentajes corresponden a unidades de fluorescencia

relativa.

En la Figura 12, se observa una alta expresion del marcador CD44 en cultivos de
normoxia con un promedio de 96,3% (poblacién CD44*/CD133"), por otro lado, el
marcador CD133 tuvo una baja expresion con un promedio de 0,02% (poblacion
CD133*/CD44"). En la combinacion de ambos marcadores se obtuvo una expresion
de 0,22% (poblacion CD44*/CD133*). El eje Y del grafico fue dividido para
representar de mejor forma los porcentajes obtenidos por la poblacion CD133* y
CD44*/CD133*.

Expresion de marcadores celulares. NCl H1299

Normoxia
S 100 _
g 75 Bl CD44-/CD133 -
g 50— I CD44* /ICD133 -
© 25— Bl CD133*/CD44 -
N =
S 050\ ] CD44*/CD133"
3
o
X 0.25+
()
©
R 0.00- —T—

5 0 oD
% 0 W WD
NN O Y
b?" bPX‘ '\;b(b ob‘b‘
o PO
Figura 12. Expresion de marcadores celulares CD44 y CD133 en linea celular NCI-H1299 en cultivo
de normoxia mediante citometria de flujo. Las barras representan el promedio y la DS del % de

expresion. N=3
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Hipoxia
A. Seleccién de poblacién y viabilidad celular con Pl

Se selecciono la poblacion que segun tamafio y granulosidad correspondia a células
NCI-H1299 (Figura 13, A). Adicionalmente, se identifico mediante loduro de Propidio
(PI, PerCP-Cy5-5-A) las células muertas al interior de las poblaciones de interés y
se identificaron porcentajes de células vivas y muertas (Figura 13, B). Ademas,

paralelamente se establecié un control positivo con Pl y Tritdn. (Figura 13, C).

A. Poblacién C. Control PI +
. B. Control PI .
seleccionada Tritdn
& - A-2-3
2 ]
=& =& 100%
g% § Pl
o 3
‘ Sl e vzr;hﬁ i
50 100 150 200 250 PerCP-Cy5-5-A PerCP-Cy5-5-A
FSC-H (x 1,000) PI PI

Figura 13. Evaluacion de viabilidad celular mediante citometria de flujo con ioduro de Propidio (PI)
en linea celular NCI-H1299 en cultivos de hipoxia. A) Poblaciones celulares de NCI-H1299

seleccionada. B) Histograma poblacion de NCI-H1299 PI- vs. PI*. C) Histograma de control positivo
(+) de PI+Tritén. N=3.

En la Figura 13 B, las células PI-representan a células vivas y alcanzan un promedio
de 64,7%. La Figura 13 C, representa el control positivo con Triton, donde existié

muerte celular representado por el marcador PI* que alcanzan un 100%.

B. Deteccion de CD44 y CD133 en cultivos de hipoxia de NCI-H1299 a
través de citometria de flujo

Una vez que fueron seleccionadas las células viables, se procedié a determinar si
las células expresaban los marcadores CD44 (Fluorocromo ficoeritrina, PE) y
CD133 (Fluorocromo Allophycocyanin, APC) lo que nos indicaria si en nuestro
modelo bajo condiciones de hipoxia se expresan estos marcadores en la linea
celular NCI-H1299. Los histogramas de CD44 y CD133 se muestran en la Figura 14
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y los Dot Plots del doble marcaje entre CD44 y CD133 se encuentran en la Figura
15.

A. Marcador CD44* B. Marcador CD133*
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Figura 14. Histogramas de la intensidad de fluorescencia de marcadores celulares CD44 y CD133
en linea celular NCI-H1299 en cultivo de hipoxia mediante citometria de flujo. A) Expresion del
marcador CD44. B) Expresion del marcador CD133. N=3.
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Figura 15. Deteccién de CD44 y CD133 en linea celular NCI-H1299 en cultivo de normoxia realizado
a través de citometria de flujo. N=3, los porcentajes corresponden a unidades de fluorescencia

relativa.
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Expresion de marcadores celulares. NCI H1299
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Figura 16. Expresion de marcadores celulares CD44 y CD133 en linea celular NCI-H1299 en cultivo
de hipoxia mediante citometria de flujo. Las barras representan el promedio y la DS del % de

expresién, N=3.

En la Figura 16, se observa una alta expresion del marcador CD44 en cultivos de
hipoxia con un promedio de 93,6% (Poblacion CD44*/CD133"). El marcador CD133
tuvo una baja expresién con un promedio de 0,03% (Poblacion CD133*/CD44").
Mientras que en la combinacion de ambos marcadores se obtuvo una expresion de
0,12% (Poblacién CD44*/CD133%).

En la Figura 17, se observa la comparacion de datos obtenidos en cultivos de
normoxia vs. hipoxia, en la cual se obtienen valores similares en las distintas
poblaciones de marcadores de TICs. En cuanto al analisis estadistico (T-test) no
existieron diferencias estadisticamente significativas. En la Figural7 By C, el eje Y
fue dividido para representar el pequefio porcentaje obtenido por el marcador
CD133" y la combinacion de marcadores CD44*/CD133*.
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Analisis de TICs - NCI H1299 Analisis de TICs - NCI H1299
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Figura 17. Comparacion de expresion de marcadores celulares entre normoxia e hipoxia en linea
celular NCI-H1299. A) Representacion grafica de CD44*. B) Representacién grafica de CD133*. C)
Representacion grafica de CD44*/CD133".
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2) Ensayo de viabilidad celular

La concentracion capaz de inhibir en un 50%, también llamada ICso, es una medida
de la potencia de una sustancia para inhibir un proceso bioldgico o bioquimico
especifico. Para un farmaco, el ICso representa la concentracion de un farmaco que
se requiere para una inhibicion del 50% de un proceso bioldgico. (Aykul, S.,
Martinez-Hackert, E., 2016). Experimentalmente, esto se puede determinar
construyendo una curva dosis-respuesta y examinando el efecto de diferentes
concentraciones del compuesto sobre la actividad celular. Es uno de los pardmetros
ma&s importantes para comparar la potencia de un farmaco con respecto a un tipo
similar de farmacos. (Bag, A., Ghorai, P. K., 2016)

Para determinar el efecto citotéxico de los compuestos en estudio, se realizd un
andlisis de viabilidad celular mediante MTT en cultivos de normoxia e hipoxia con
las lineas celulares NCI-H727 y NCI-H1299, y cultivos de normoxia con la linea
celular de fibroblastos pulmonares. Los resultados fueron divididos por compuestos
y subdivididos por linea celular, ademas se encuentran expresados en curvas
sigmoideas donde el eje X del grafico corresponde al logaritmo de la concentracion

en micro molar (UM) y el eje Y corresponde al porcentaje de viabilidad celular.

50



a. Galico TPP* C10
Linea celular NCI — H727

Las células fueron sensibles al compuesto Galico-TPP*C10, causando citotoxicidad
en todos los tiempos experimentados en ambos cultivos. Al aumentar la
concentracion del compuesto, este tiene un efecto citotoxico mayor, llegando a un
0% de viabilidad celular (concentracion 100uM) representado en las curvas

sigmoideas de la Figura 18.
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Figura. 18. Efecto citotoxico de Galico-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-H727
en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacién grafica del efecto del compuesto Galico-
TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funciéon del logaritmo de la concentracion. Se observa el efecto
citotéxicoa 24 hrs (Ay D), a48 hrs (By E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el promedio

de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso + SD.
Linea celular NCI — H1299

Al igual que las células anteriores, el compuesto también tiene un efecto citotéxico
dependiente de la concentracion sobre esta linea celular llegando a un 0% de

viabilidad celular con la maxima concentracion utilizada (100uM), ademas en la
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Figura 19 se observa que disminuye el ICso a medida que aumenta el tiempo de

accion del compuesto.
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Figura. 19. Efecto citotéxico de Galico-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-

H1299 en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacion gréfica del efecto del compuesto

Galico-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcién del logaritmo de la concentracion. Se observa
el efecto citotéxico a 24 hrs (Ay D), a48 hrs (By E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el
promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso+ SD.
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Linea celular Fibroblastos Pulmonares

Nuestra linea celular de control también fue sensible al efecto de Galico-TPP*C10,
ya que hubo disminucién de la viabilidad celular, la cual fue dependiente de la

concentracion y el tiempo (Figura 20).

24 hrs 48 hrs 72 hrs
A B C
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@ = 1001 % 100 s < 100
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g § 40 § 40 § 40
§ :3 2 j\: 20 j\: 20
0 ot 0
2 0 2 4 2 1 o0 1 3 ! 0 1 2 3
Log[] M Log [] M Log [] M
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Figura. 20. Efecto citotéxico de Galico-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular de
fibroblastos pulmonares en condiciones de normoxia. Representacién gréfica del efecto del
compuesto Galico-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcion del logaritmo de la concentracion.
Se observa el efecto citotéxico a 24 hrs (A), a 48 hrs (B) y 72 hrs (C). Datos obtenidos mediante el
promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso £ SD.

A continuacion, en la tabla 8 se muestra un resumen de los valores obtenidos:

NCIH - 727 NCI H - 1299 Fibroblastos

Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia

ICso [UM] [Cso [UM] ICso [UM] ICso [UM] ICso [UM]
24 hrs 19,46+ 0,54 24,22+ 0,98 14,73 £ 2,73 19,36 £ 1,77 32,61+1,08
48 hrs 12,37 £ 1,69 9,16 £ 1,21 9,94 £ 1,69 12,22 £1,33 7,85 +0,70
72 hrs 4,47 + 0,90 4,04 + 0,22 4,80 + 0,82 5,02+0,78 4,01+1,00

Tabla 6. Promedio de ICso a 24, 48 y 72 hrs en linea celulares NCI-H727, NCI-H1299 y Fibroblastos

pulmonares para el compuesto Galico-TPP*C10.

Se realiz6 una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias en los promedios
de ICso de las lineas celulares NCI-H727 y NCI-H1299 (Figura 21).
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Figura 21. Comparaciéon de ICso entre normoxia e hipoxia por tiempo con compuesto Galico-
TPP*C10. A) Linea celular NCI-H727. B) Linea celular NCI-H1299.

De acuerdo al analisis estadistico representado en la Figura 21, a las 24 h de
incubacion del compuesto, el ICso fue mayor en condiciones de hipoxia en ambas

lineas celulares tumorales (p<0,05, ANOVA).

Al comparar los promedios de ICso obtenidos, en la Figura 22 A, B, Cy D se observa
que a medida que aumenta el tiempo de incubacion, la concentracién necesaria
para inhibir en un 50% la viabilidad celular, disminuye de manera significativa, en
las lineas celulares NCI-H727 y NCI-H1299 en condiciones de normoxia e hipoxia
(ICs0 24 h > 1Cs0 48 h > ICs0 72 h) (p<0,05, ANOVA).

En la Figura 22 E, también existi6 diferencia estadisticamente significativa de los
ICs0 entre los tiempos 24, 48 y 72 h en la linea celular de fibroblastos pulmonares
en normoxia (ICso 24 h > 1Cs0 48 h > I1Cs0 72 h) (p<0,05, ANOVA).
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C IC5, Galico-TPP*C10 Normoxia D IC5, Galico-TPP*C10 Hipoxia
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Figura 22. Comparacion de ICsp entre tiempos de 24, 48 y 72 h con compuesto Galico-TPP*C10 en
lineas celulares NCI-H727, NCI-H1299 y fibroblastos pulmonares. A) y B) Linea celular NCI-H727
en cultivo de normoxia e hipoxia respectivamente. C) y D) Linea celular NCI-H1299 en cultivo de

normoxia e hipoxia respectivamente. E) Linea celular de fibroblastos pulmonares en cultivo de
normoxia.
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b. Gentisico TPP* C10

Linea celular NCI — H727

En las curvas sigmoideas de la Figura 23, se observa una disminucion de la
viabilidad celular que es dependiente de la concentracion y el tiempo al cual actia
el compuesto Gentisico-TPP*C10 en condiciones de normoxia e hipoxia, lo que nos
indica un efecto citotoxico de este compuesto. Ademas, la viabilidad celular llego a

un 0% con la maxima concentracion utilizada (100uM).
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Figura. 23. Efecto citotoxico de Gentisico-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-

H727 en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacién grafica del efecto del compuesto

Gentisico-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcion del logaritmo de la concentracion. Se

observa el efecto citotéxico a 24 hrs (Ay D), a48 hrs (By E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos

mediante el promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del

ICs0+ SD.
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Linea celular NCI — H1299

Al igual que la linea celular anterior, el compuesto tiene el mismo comportamiento

citotoxico que es dependiente de la concentracion llegando a un 0% de viabilidad

celular con la maxima concentracion utilizada (100uM), ademas en la Figura 24 se

observa que disminuye el ICso a medida que aumenta el tiempo de accion del

Compuesto.
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Figura. 24. Efecto citotéxico de Gentisico-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-

H1299 en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacion gréfica del efecto del compuesto

Gentisico-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcién del logaritmo de la concentracion. Se
observa el efecto citotéxico a 24 hrs (A y D), a48 hrs (B'y E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos
mediante el promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del

ICs0+ SD.

57



Linea celular Fibroblastos Pulmonares

Nuestra linea celular de control también fue sensible al efecto de Gentisico-
TPP*C10, ya que hubo disminucién de la viabilidad celular, la cual fue dependiente

de la concentracion y el tiempo (Figura 25).
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Figura. 25. Efecto citotoxico de Gentisico-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular
fibroblastos pulmonares en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacién grafica del efecto del
compuesto Gentisico-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcién del logaritmo de la
concentracion. Se observa el efecto citotéxico a 24 hrs (A), a 48 hrs (B) y 72 hrs (C). Datos obtenidos

mediante el promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del

ICs0+ SD.

A continuacion, en la tabla 9 se muestra un resumen de los valores obtenidos:

NCIH - 727 NCI H - 1299 Fibroblastos

Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia

ICso [UM] ICso0 [UM] ICso [UM] ICso [UM] ICso [UM]
- 24 hrs 10,48 +1,64 | 10,32+0,65 10,66 + 0,42 12,08 + 2,03 12,34+ 1,43
48 hrs 7,42 +0,71 6,98 + 2,11 7,92+1,10 9,96 + 1,42 6,73 + 2,30
72 hrs 1,75+ 0,24 2,52 +0,49 2,65+ 0,48 4,01 +£ 0,92 2,37 £ 0,30

Tabla 7. Promedio de ICsp a 24, 48 'y 72 hrs en linea celulares NCI-H727, NCI-H1299 y Fibroblastos

pulmonares para el compuesto Gentisico-TPP*C10.
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En el andlisis estadistico representado en la Figura 26, a las 48 h de incubacion del
compuesto, el ICso fue mayor en condiciones de hipoxia en la linea celular NCI-
H1299 (p<0,05, ANOVA).
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Figura 26. Comparacion de ICso entre normoxia e hipoxia con compuesto Gentisico-TPP*C10. A)
Linea celular NCI-H727. B) Linea celular NCI-H1299.

Al comparar los ICso promedios obtenidos para cada linea celular y tiempo, se puede
observar que existen diferencias significativas en la linea celular NCI-H727 en
cultivo de normoxia e hipoxia en 24 vs. 48 h; 24 vs. 72 hy 48 vs. 72 h (ICs0 24 h >
ICs0 48 h > ICso 72 h) (Figura 27 Ay B) (p<0,05, ANOVA).

En la Figura 27 C y D, que representa la linea celular NCI-H1299 en cultivos de
normoxia e hipoxia respectivamente: se observan diferencias estadisticamente
significativas en 24 vs. 48 h; 24 vs. 72 h'y 48 vs. 72 h en cultivos de normoxia (ICso
24 h > ICs0 48 h > ICs0 72 h), mientras que en cultivos de hipoxia se observan
diferencias estadisticamente significativas en 48 vs. 72 h (ICso 48 h > ICso 72 h) y
24 vs. 72 h (ICs0 24 h > ICs0 72 h) (p<0,05, ANOVA).

En los fibroblastos pulmonares se observan diferencias estadisticamente
significativas en la comparacién de 24 vs. 48 h; 24 vs. 72 hy 48 vs. 72 h (ICs0 24 h
> |Cs0 48 h > I1Cs0 72 h) (Figura 27 E) (p<0,05, ANOVA).

59



A IC5y Gent-TPP*C10 Normoxia IC5y Gent-TPP*C10 Hipoxia

NCI - H727 B NCI - H727
20- sokokok 20+
@ 24 hrs kkk Bl 24 hrs
15 | ok | 48 hrs 154 | o | 48 hrs
g | ’ @B 72hrs g [ | | B 72hrs
=5 3
— 107 = 107
o —r o 1
54 5
0 0 T
o Qo Qo D o
¢ N o o N
> ® v B ®
Tiempo Tiempo
. IC5, Gent-TPP*C10 Hipoxia
IC5, Gent-TPP*C10 Normoxia NCI - H1299
C NCI - H1299 D
20- Aokok
Fokkk @ 24 hrs 201 |
| | 48 hrs ns *k - 2
15 dokk  dkodokok 15. f 48 hrs
3 I || ‘ -z s B8 72hrs
i 2 T
8 10+
R T <
- Q
5 5
0 , i 0 i
o « <« & ¢ &
> v o N o
v b:r A Wb w AV
'empo Tiempo

IC5, Gent-TPP*C10 Normoxia
E Fibroblastos Pulmonares

kkkk

201
| Fokok sk | @ 24 hrs

151 48 hrs
B8 72hrs

s
=5
: 10
Q ]

5 -

0 T

& & &
o o o
> w® Av
Tiempo

Figura 27. Comparacion de ICso entre tiempos de 24, 48 y 72 h con compuesto Gentisico-TPP*C10
en lineas celulares NCI-H727, NCI-H1299 y fibroblastos pulmonares. A) y B) Linea celular NCI-H727
en cultivo de normoxia e hipoxia respectivamente. C) y D) Linea celular NCI-H1299 en cultivos de
normoxia e hipoxia respectivamente. E) La linea celular de fibroblastos pulmonares en cultivo de

normoxia.
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c. Doxiciclina
Linea celular NCI — H727

Como se puede observar en las curvas dosis respuesta obtenidas para cada
condicion evaluada (Figura 28), existe un efecto citotoxico dependiente de la
concentracion de doxiciclina en esta linea celular. Ademas, se puede observar que,
a las 72 h de incubacion, el farmaco es capaz de inhibir la viabilidad a valores

cercanos al 100% con la concentracidon mas alta ensayada (400uM).
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Figura. 28. Efecto citotéxico de doxiciclina sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-H727 en
condiciones de normoxia e hipoxia. Representacion grafica del efecto del compuesto doxiciclina
sobre la viabilidad celular en funcién del logaritmo de la concentracién. Se observa el efecto citotéxico
a24hrs (AyD),a48hrs(By E)y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el promedio de al

menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso + SD.
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Linea celular NCI — H1299

Al igual que la linea celular anterior, doxiciclina tiene el mismo comportamiento

citotoxico dependiente de la concentracion y del tiempo. Ademas, en la Figura 29

se observa que disminuye el ICso a medida que aumenta el tiempo de accién del

compuesto.
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Figura. 29. Efecto citotoxico de doxiciclina sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-H1299 en

condiciones de normoxia e hipoxia. Representacion grafica del efecto del compuesto doxiciclina

sobre la viabilidad celular en funcién del logaritmo de la concentracién. Se observa el efecto citotéxico

a24hrs(AyD),ad48hrs(By E)y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el promedio de al

menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso + SD.
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Linea celular Fibroblastos Pulmonares

Interesantemente, para el cultivo de fibroblastos, no fue posible obtener un ICso

incluso a la concentracidbn mas alta ensayada, independientemente del tiempo de
incubacion (>400 uM, Figura 30) en tiempos de 24 y 48 h, mientras que a 72 h existid

un efecto citotoxico leve, llegando a un porcentaje de viabilidad celular de alrededor

de un 50% con la mé&xima concentracion utilizada (400uM).
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Figura. 30. Efecto citotoxico de doxiciclina sobre cultivos monocapa en linea celular de fibroblastos

pulmonares en condiciones de normoxia. Representacion grafica del efecto del compuesto

doxiciclina sobre la viabilidad celular en funcion del logaritmo de la concentracién. Se observa el
efecto citotdxico a 24 hrs (A), a 48 hrs (B) y 72 hrs (C). Datos obtenidos mediante el promedio de al

menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso + SD.

A continuacion, en la tabla 10 se muestra un resumen de los valores obtenidos:

NCIH - 727 NCI H - 1299 Fibroblastos
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia
ICs0 [UM] 1Cs0 [UM] ICso [UM] ICso [UM] ICso [UM]
24 hrs >100 >300 17,76 £ 0,87 37,20+ 1,64 >300
48 hrs 2163+156 | 36,60+2,11 | 16,39+ 1,63 24,09 + 1,02 >300
72 hrs 14,42 £ 0,18 14,22 £ 0,44 7,16 £ 0,35 15,47 £ 2,13 >300

Tabla 8. Promedio de ICso a 24, 48 y 72 hrs en linea celulares NCI-H727, NCI-H1299 y Fibroblastos

pulmonares para el compuesto doxiciclina.
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En el andlisis estadistico representado en la Figura 31 A, a las 48 h de incubacion
del compuesto, el ICso fue mayor en condiciones de hipoxia en la linea celular NCI-
H727 (p<0,05, T-test). Mientras que en la linea celular NCI-H1299 (Figura 31 B) el
ICso fue mayor en hipoxia a las 24, 48y 72 h (p<0,05, ANOVA).
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Figura 31. Comparacion de ICso entre normoxia e hipoxia con compuesto Gentisico-TPP*C10. A)
Linea celular NCI-H727. B) Linea celular NCI-H1299.

Al comparar los ICso promedios obtenidos para cada linea celular y tiempo, se puede
observar que existen diferencias significativas en la linea celular NCI-H727 en
cultivo de normoxia e hipoxia en 48 vs. 72 h siendo el ICso de 48 h mayor que el de
72 h (Figura 32 A y B) (p<0,05, T-test). Mientras que en la Figura 32 C, la linea
celular NCI-H1299 en
estadisticamente significativas en 24 vs. 72 h (ICso 24 h > 1Cs0 72 h) y 48 vs. 72 h
(ICs0 48 h > ICs0 72 h), por otro lado, en la Figura 32 D en cultivos de hipoxia se

cultivos de normoxia se observan diferencias

observan diferencias estadisticamente significativas en 24 vs. 48 h (ICso 24 h > ICso
48 h); 48 vs. 72 h (IC5048 h > ICs0 72 h) y 24 vs. 72 h (ICs0 24 h > 1Cs0 72 h) (p<0,05,
ANOVA).
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Figura 32. Comparacion de ICso entre tiempos de 24, 48 y 72 h con compuesto doxiciclina en lineas
celulares NCI-H727 y NCI-H1299. A) y B) Llinea celular NCI-H727 en cultivo de normoxia e hipoxia
respectivamente. C) y D) Linea celular NCI-H1299 en cultivos de normoxia e hipoxia

respectivamente.
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d. 2,3diOH TPP* C10

Linea celular NCI — H727

En las curvas sigmoideas de la Figura 33, se observa una disminucion de la

viabilidad celular dependiente del tiempo y de la concentracion ensayada en

condiciones de normoxia e hipoxia, lo que indica un efecto citotéxico del compuesto

2,3 diOH TPP*C10. Ademas, la viabilidad celular llegé a un 0% con la maxima

concentracion ensayada (100uM) (Figura 33).
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Figura. 33. Efecto citotoxico de 2,3 diOH-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-

H727 en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacion gréafica del efecto del compuesto 2,3

diOH-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcion del logaritmo de la concentracion. Se observa

el efecto citotoxico a 24 hrs (Ay D), a48 hrs (By E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el

promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso+ SD.
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Linea celular NCI — H1299

Asi como sucedid con la linea celular anterior, el compuesto 2,3 diOH TPP*C10

tiene un efecto citotoxico sobre esta linea celular representado por la disminucion
de la viabilidad celular dependiente del tiempo y de la concentracion a la cual fue

ensayado el compuesto. Se observa una viabilidad celular del 0% con la méxima

concentracion utilizada (100uM) (Figura 34).
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Figura. 34. Efecto citotoxico de 2,3 diOH-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-

H1299 en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacién grafica del efecto del compuesto 2,3

diOH-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcion del logaritmo de la concentracién. Se observa
el efecto citotoxico a 24 hrs (Ay D), a48 hrs (By E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el
promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso+ SD.
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Linea celular Fibroblastos Pulmonares

Nuestra linea celular de control también fue sensible al efecto citotoxico de 2,3 diOH
TPP*C10, ya que hubo disminucién de la viabilidad celular, la cual fue dependiente

de la concentracion y el tiempo (Figura 35).
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Figura 35. Efecto citotéxico de 2,3 diOH-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular de

fibroblastos pulmonares en condiciones de normoxia. Representacién gréfica del efecto del

compuesto 2,3 diOH-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcion del logaritmo de la

concentracién. Se observa el efecto citotoxico a 24 hrs (A), a 48 hrs (B) y 72 hrs (C). Datos obtenidos

mediante el promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del

ICs0x SD.

A continuacion, en la tabla 11 se muestra un resumen de los valores obtenidos:

NCIH - 727 NCI H - 1299 Fibroblastos

Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia

ICso [UM] 1Cs0 [UM] ICso [UM] ICso [UM] [Cso [UM]
24 hrs | 13,27+0,23 | 13,52+1,24 9,93 +1,20 12,53 +1,17 8,86 + 0,79
48 hrs 7,54+0,54 12,34 £ 0,79 8,19+1,12 8,27+1,21 5,13+ 0,44
72 hrs 5,73+ 0,62 2,65+0,13 3,29 +£ 0,47 6,06 + 1,03 10,96 + 1,16

Tabla 9. Promedio de ICsp a 24, 48y 72 hrs en linea celulares NCI-H727, NCI-H1299 y Fibroblastos
pulmonares para el compuesto 2,3 diOH-TPP*C10.
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En el andlisis estadistico que se realizé representado en la Figura 36, a las 48 h de
incubacion del compuesto, el ICso fue mayor en condiciones de hipoxia en la linea
celular NCI-H727 (p<0,05, ANOVA). Mientras que en la linea celular NCI-H1299 a
las 24 y 72 h el ICso fue mayor en condiciones de hipoxia (p<0,05, ANOVA).
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Figura 36. Comparacion de ICso entre normoxia e hipoxia con compuesto 2,3 diOH-TPP*C10. A)
Linea celular NCI-H727. B) Linea celular NCI-H1299.

En la Figura 37 Ay B, que representa la linea celular NCI-H727 en cultivos de
normoxia e hipoxia respectivamente, se observan diferencias estadisticamente
significativas en 24 vs. 48 h; 24 vs. 72 h'y 48 vs. 72 h en cultivos de normoxia (ICso
24 h > I1Cs0 48 h > ICs0 72 h), mientras que en cultivos de hipoxia se observan
diferencias estadisticamente significativas en 48 vs. 72 h (ICso 48 h > ICso 72 h) y
24 vs. 72 h (ICs0 24 h > ICs0 72 h) (p<0,05, ANOVA).

En tanto en el analisis estadistico de la linea celular NCI-H1299 representado en la
Figura 37 C y D se observan diferencias estadisticamente significativas en los I1Cso
de 24 hvs. 72 h (ICs0 24 h > ICs0 72 h) y 48 vs. 72 h (ICs0 48 h > ICs0 72 h) en
cultivos de normoxia, mientras que en cultivos de hipoxia se observan diferencias
estadisticamente significativas en 24 vs. 48 horas, 48 vs. 72 horas y 24 vs. 72 horas
(ICs0 24 h > ICs0 48 h > ICs0 72 h) (p<0,05, ANOVA).

Mientras que en nuestra linea celular de control representado en la Figura 37 E, se
observan diferencias estadisticamente significativas en los ICso al comparar 24 vs.
48 h,48 vs. 72hy24vs. 72 h (ICs0 72 h > ICs0 24 h > ICs0 48 h) (p<0,05, ANOVA).
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Figura 37. Comparacién de ICso entre tiempos de 24, 48 y 72 h con compuesto 2,3 diOH-TPP*C10

en lineas celulares NCI-H727, NCI-H1299 y fibroblastos pulmonares. A) y B) Linea celular NCI-H727

en cultivo de normoxia e hipoxia respectivamente. C) y D) Linea celular NCI-H1299 en cultivo de

normoxia e hipoxia respectivamente. E) Fibroblastos pulmonares en cultivo de normoxia.
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e. 2 OH TPP* C10
Linea celular NCI — H727

En las curvas sigmoideas representadas en la Figura 38, se observa disminucion
de la viabilidad celular dependiente de la concentracion y el tiempo al cual actua el
compuesto 2 OH-TPP*C10 en cultivos de normoxia e hipoxia. Se alcanzo un efecto

citotéxico del 100% con la mayor concentracion utilizada (100uM) de este

CompueStO.
24 hrs 48 hrs 72 hrs
A B C
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g “‘; 404 £ ¢ E 40
§ j\: ey j\: 20 j: 20
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ICso 13,0+ 0,71 uM 12,8+1,2 uM 0,94 + 0,05 M

Figura 38. Efecto citotoxico de 2 OH-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-H727
en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacion grafica del efecto del compuesto 2 OH-
TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funciéon del logaritmo de la concentracion. Se observa el efecto
citotéxicoa 24 hrs (Ay D), a48 hrs (By E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el promedio

de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso + SD.
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Linea Celular NCI — H1299

Al igual que la linea celular anterior, el compuesto tiene un efecto sobre la viabilidad

celular causando una disminucion progresiva a medida que se aumenta la

concentracion de compuesto y que es dependiente del tiempo. Se alcanza un

porcentaje de viabilidad del 0% con la maxima concentracién ensayada (Figura 39)

(100uM).
24 hrs 48 hrs 72 hrs
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ICso 7,93+ 0,93 uM 3,33+ 0,34 M 0,54 + 0,09 M

Figura 39. Efecto citotdxico de 2 OH-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular NCI-H1299

en condiciones de normoxia e hipoxia. Representacion grafica del efecto del compuesto 2 OH-

TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcién del logaritmo de la concentracion. Se observa el efecto
citotéxicoa 24 hrs (Ay D), a48 hrs (By E) y 72 hrs (C y F). Datos obtenidos mediante el promedio

de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso + SD.
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Linea celular Fibroblastos Pulmonares

En nuestra linea celular control representada en la Figura 40, también se observa
el efecto citotoxico del compuesto dependiente de la concentracion y del tiempo al

cual fue incubado el compuesto.

24 hrs 48 hrs 72 hrs
A B C
120 120+ _ 120
('_5 :5 1009 g 1004 < 100
é i; 80‘ _g: 804 é :Z
= 60 2 601 =
g ‘E 40 E 404 § 40
§ j\: 20 j\: 201 j\: 20 I
0- 0 o4
2 5| 0 1 2 3 4 1 0 1 3 2 0 1 2 3
Log [] M Log []nM Log [] nM
ICs0 10,14 + 1,65 uM 6,09 + 1,04 uM 1,26 + 0,08 1M

Figura 40. Efecto citotoxico de 2 OH-TPP*C10 sobre cultivos monocapa en linea celular de
fibroblastos pulmonares en condiciones de normoxia. Representacién grafica del efecto del
compuesto 2 OH-TPP*C10 sobre la viabilidad celular en funcién del logaritmo de la concentracion.
Se observa el efecto citotéxico a 24 hrs (A), a 48 hrs (B) y 72 hrs (C). Datos obtenidos mediante el

promedio de al menos 3 experimentos independientes. Se muestran los promedios del ICso+ SD.

A continuacion, en la tabla 12 se muestra un resumen de los valores obtenidos:

NCIH - 727 NCI H - 1299 Fibroblastos

Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia

ICso0 [UM] ICso0 [UM] ICso [UM] ICso [UM] ICso [UM]
24 hrs 12,76 £ 0,63 | 13,00+0,71 7,68 £ 0,343 7,93 +0,93 10,14 + 1,65
48 hrs 6,46 + 1,14 12,80 £ 1,20 1,25 +0,183 3,33+£0,34 6,09 + 1,04
72 hrs 1,45+0,14 0,94 + 0,05 0,56 + 0,145 0,54 + 0,09 1,26 + 0,08

Tabla 10. Promedio de ICso a 24, 48 y 72 h en linea celulares NCI-H727, NCI-H1299 y Fibroblastos
pulmonares para el compuesto 2 OH-TPP*C10.

73



En el analisis estadistico que se realizd, representado en la Figura 41, alas 48 h de
incubacion del compuesto, el ICso fue mayor en condiciones de hipoxia en ambas
lineas celulares (p<0,05, ANOVA).

A B "
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5-
51 =
B s
T ® v

'I«b‘
Tiempo (hrs)
Tiempo (hrs)

Figura 41. Comparacién de ICso entre normoxia e hipoxia con compuesto 2 OH-TPP*C10. A) Linea
celular NCI-H727. B) Linea celular NCI-H1299.

Al comparar los promedios de ICso obtenidos, en la Figura 42 A se observa que a
medida que aumenta el tiempo de incubacion, la concentracidbn necesaria para
inhibir en un 50% la viabilidad celular, disminuye de manera significativa, en la linea
NCI-H727 en condiciones de normoxia (ICso 24 h > 1Cs0 48 h > ICs0 72 h) (p<0,05,
ANOVA). Mientras que esta disminucion fue significativa al comparar 24 h vs. 72 h
(ICs024 h>1Cs0 72 h) y 48 h vs. 72h (ICs0 48 h > ICs0 72 h) en los cultivos de hipoxia
de esta misma linea celular (p<0,05, ANOVA).

Por otro lado, en la Figura 42 C y D, se observa la disminucion del IC50 a medida
gue aumenta el tiempo, y que estas diferencias fueron significativas en la linea
celular NCI H1299 en cultivos de normoxia e hipoxia (ICso 24 h > [Cs0 48 h > ICs0 72
h) (p<0,05, ANOVA).

En cuanto a los fibroblastos pulmonares representados en la Figura 42 E, también
se observo diferencias estadisticamente significativas en los ICso dependientes del
tiempo (ICso 24 h > I1Cs0 48 h > ICs0 72 h) (p<0,05, ANOVA).
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Figura 42. Comparacion de ICsp entre tiempos de 24, 48 'y 72 horas con compuesto 2 OH-TPP*C10.

A) y B) Linea celular NCI-H727 en cultivos de normoxia e hipoxia respectivamente. C) y D) Linea

celular NCI-H1299 en cultivos de normoxia e hipoxia respectivamente. E) Fibroblastos pulmonares.

Para los siguientes experimentos (medicion de ATP intracelular y medicion de

potencial de Transmembrana mitocondrial) se ocuparon las concentraciones %z ICso,

ICs0, ¥ 2x ICs0 extraidas de las curvas sigmoideas de los compuestos Galico-

TPP*C10, Gentisico-TPP*C10 y doxiciclina en los tiempos de 72 horas, las cuales

se observan en la tabla 5.
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3) Medicion de contenido de ATP intracelular

Como los compuestos alterarian la funcion mitocondrial, se midié el contenido de
ATP intracelular en las lineas NCI-H727 y NCI-H1299 en cultivos de normoxia e
hipoxia a través del Kit CellTiter-Glo®. Los resultados se muestran en las siguientes
figuras y se expresan en forma de porcentaje de ATP que es equivalente a la

intensidad de luminiscencia. Los resultados fueron divididos por linea celular.
Linea celular NCI-H727

En la Figura 43 se observa una disminucion en el porcentaje de ATP que fue
significativa para el compuesto Galico-TPP*C10 en concentracidon de 2x ICso
respecto al control DMSO en cultivos de normoxia e hipoxia. Mientras que para el
compuesto Gentisico-TPP*C10 se observan diferencias significativas disminuyendo
el porcentaje de ATP en concentraciones de %2 ICso, ICs0y 2x ICso respecto a DMSO
tanto en normoxia como hipoxia, lo cual nos indica que este compuesto afecta
directamente el contenido de ATP intracelular causando una disminucién
significativa dependiente de la concentracion del compuesto (A mayor
concentracion del compuesto menor porcentaje de ATP intracelular) (p<0,05,
ANOVA).
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Contenido intracelular de ATP NCI H727 - Hipoxia
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Figura 43. Contenido intracelular de ATP en linea NCI-H727. A) Cultivo de Normoxia. B) Cultivo de
hipoxia. Controles de DMSO, CCCP y Oligomicina. N=4. * P <0,05, ** P <0,001 y ** P <0,0001,

ANOVA.

A continuacién, en la Figura 44 se presentan resultados del contenido de ATP

intracelular separados por compuestos en la linea celular NCI-H727, realizando una

comparacién entre normoxia e hipoxia, en la cual se aprecia que bajo nuestro

modelo experimental no se observaron diferencias estadisticamente significativas

en la linea celular NCI-H727.
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Contenido intracel. de ATP NCI H727 - Normo - Hipo Doxi
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Figura 44. Comparacion del contenido intracelular de ATP en linea celular NCI-H727 en cultivos de

normoxia vs. hipoxia. A) Compuesto Galico-TPP*C10. B) Compuesto Gentisico-TPP*C10. C)
Compuesto doxiciclina. N=4, ANOVA.
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Linea celular NCI-H1299

En la Figura 45, en nuestro andlisis estadistico se observa una disminucion
significativa para el compuesto Galico-TPP*C10 en concentracion de 2x ICso

respecto al control DMSO en cultivos de normoxia e hipoxia (p<0,05, ANOVA).

Mientras que para el compuesto Gentisico-TPP*C10 se observan diferencias
estadisticamente significativas disminuyendo el porcentaje de ATP intracelular a
medida que se aumenta la concentracion del compuesto en cultivos normoxicos,
mientras que en cultivos hipdxicos hubo disminucion significativa a concentraciones
de ICso y 2x ICso, lo cual nos indica que en nuestro modelo experimental el
compuesto Gentisico-TPP*C10 tiene efecto directo sobre el porcentaje de ATP
intracelular causando una disminucion dependiente de la concentracion (Figura 45)
(p<0,05, ANOVA).

Por otro lado, en el andlisis estadistico representado en la Figura 45, con el
compuesto doxiciclina no se observaron diferencias significativas en ninguna

concentracion experimentada (p<0,05, ANOVA).
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Contenido intracelular de ATP NCI H1299 - Hipoxia
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Figura 45. Contenido intracelular de ATP en linea NCI-H1299. A) Cultivo de Normoxia. B) Cultivo
de hipoxia. Controles de DMSO, CCCP y Oligomicina. N=4. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001,
ANOVA.

A continuacién, en la Figura 46, se presentan resultados del contenido de ATP
intracelular separados por compuestos, realizando una comparacién entre normoxia
e hipoxia, en la cual no existieron diferencias estadisticas en nuestro modelo

experimental.
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Figura 46. Comparacion del contenido intracelular de ATP en linea celular NCI-H1299 en cultivos

de normoxia vs. hipoxia. A) Compuesto Galico-TPP*C10. B) Compuesto Gentisico-TPP*C10. C)

Compuesto doxiciclina. N=4, ANOVA.
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4) Medicién de potencial de transmembrana mitocondrial mediante TMRE

La medicion de potencial de transmembrana mitocondrial se realiz6 con sonda de
tetrametilrodamina metil éster y analizado con citometria de flujo. Los resultados
fueron divididos por linea celular y subdivididos por cultivos de normoxia e hipoxia,
en ellos se muestran las curvas de intensidad del marcador, una menor intensidad
del marcador nos indica una disminucion del potencial de transmembrana

mitocondrial.
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Figura 47. Medicion de potencial de transmembrana mitocondrial mediante TMRE en linea celular
NCI-H727 en cultivos de normoxia. Control negativo de DMSO y control positivo de CCCP.
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En el andlisis estadistico representado en la Figura 48, en los cultivos normdxicos
se observa que no hubo diferencias estadisticamente significativas en la
disminucion del potencial de transmembrana mitocondrial de los compuestos
utilizados respecto al control de DMSO (p<0,05, ANOVA).

Medicion de Potencial de Transmembrana
Mitocondrial
NCI H727 Normoxia
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Figura 48. Resumen en porcentajes de la medicién de potencial de transmembrana mitocondrial en
linea celular NCI-H727 en cultivos normoxicos. Controles de DMSO y CCCP. N=3. * P <0,05, ** P
<0,001 y *** P <0,0001, ANOVA.
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Hipoxia
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Figura 49. Medicion de potencial de transmembrana mitocondrial mediante TMRE en linea celular

NCI-H727 en cultivos de hipoxia. Control negativo de DMSO y control positivo de CCCP.

En el analisis estadistico representado en la Figura 50, en cultivos hipoxicos existe

una disminucion estadisticamente significativa con el compuesto Gentisico-
TPP*C10 en concentracion 2xICso (p<0,05, ANOVA).
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Medicion de Potencial de Transmembrana
Mitocondrial
NCI H727 Hipoxia
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Figura 50. Resumen en porcentajes de la medicién de potencial de transmembrana mitocondrial en

linea celular NCI-H727 en cultivos de hipoxia. Controles de DMSO y CCCP. N=3. * P <0,05, ** P
<0,001 y *** P <0,0001, ANOVA.
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Linea celular NCI-H1299
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Figura 51. Medicion de potencial de transmembrana mitocondrial mediante TMRE en linea celular

NCI-H1299 en cultivos de normoxia. Control negativo de DMSO y control positivo de CCCP.

En la Figura 52, que representa el analisis estadistico, se observa que el compuesto

Gentisico-TPP*C10 presenté una disminucion significativa en el potencial de

transmembrana mitocondrial respecto al control de DMSO al utilizar la

concentracion 2xICso en cultivos normoxicos (p<0,05, ANOVA).
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Medicion de Potencial de Transmembrana
Mitocondrial
NCI H1299 Normoxia
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Figura 52. Resumen en porcentajes de la medicién de potencial de transmembrana mitocondrial en
linea celular NCI-H1299 en cultivos de normoxia. Controles de DMSO y CCCP. N=3. * P <0,05, ** P
<0,001y *** P <0,0001, ANOVA.
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Figura 53. Medicion de potencial de transmembrana mitocondrial mediante TMRE en linea celular
NCI-H1299 en cultivos de hipoxia. Control negativo de DMSO y control positivo de CCCP.

En el analisis estadistico de la Figura 54, se observa que el compuesto Gentisico-

TPP*C10 en la concentracion 2xICso presentd una disminucion significativa en el

potencial de transmembrana mitocondrial respecto al control de DMSO en cultivos

hipoxicos (p<0,05, ANOVA).
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Figura 54. Resumen en porcentajes de la medicién de potencial de transmembrana mitocondrial en

linea celular NCI-H1299 en cultivos de Hipoxia. Controles de DMSO y CCCP. N=3. * P <0,05, ** P

<0,001 y *** P <0,0001, ANOVA.
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5) Estudios de combinacion de compuestos

Para determinar si la combinacion de los farmacos ensayados en el estudio puede
comportarse de manera sinérgica se evaluo 2 combinaciones: Galico-TPP*C10 con
doxiciclina y Gentisico-TPP*C10 con doxiciclina sobre las lineas celulares de NCI-
H727 y NCI-H1299, en cultivos de normoxia e hipoxia. Esta combinacion fue medida
a 72 horas de la aplicacion de la combinacion.

El analisis de LOEWE obtenido a través del software Combenefit, muestra la
puntuacion del nivel de sinergia o antagonismo en la combinacion de los
compuestos, ademas de su significacién estadistica. Los asteriscos indican el nivel
de significacién, y solo se colorean diferente al verde las combinaciones
significativas. El nivel de significacion se encuentra representado de la siguiente
manera: *P<0,05, **P<0,001 y *** P<0,0001. Los resultados fueron divididos por tipo

de combinacion y subdivididos por linea celular en cultivos de normoxia e hipoxia.
a. Combinacién entre Galico-TPP*C10 y doxiciclina.

Linea celular NCI-H727

Normoxia

En la matriz que viene a continuacion (Figura 55, A) se muestran todas las
combinaciones ensayadas, con el codigo de color que indica interaccion aditiva,
sinérgica 0 antagonica. Ademas, se muestra mediante asteriscos el nivel de
significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia méas efectivos se observan
en el cuadrante superior derecho de la matriz de combinacion en color azul y/o azul
claro, donde se produce el cruce de concentraciones de Galico-TPP*C10 que son

mas altas, y las concentraciones de doxiciclina que son mas bajas (Figura 55, A).
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Figura 55. Combinacion de Galico-TPP*C10 y doxiciclina en linea celular NCI-H727 en normoxia.
A) Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 4
experimentos independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001.
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Hipoxia:

En la matriz que viene a continuacion (Figura 56, A) se muestran todas las
combinaciones ensayadas, con el codigo de color que indica interaccion aditiva,
sinérgica o antagoOnica. Ademés, se muestra mediante asteriscos el nivel de
significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia mas efectivos se observan
en el cuadrante superior derecho de la matriz de combinacion en color azul y/o azul
claro, donde se produce el cruce de concentraciones de Galico-TPP*C10 que son

mas altas, y las concentraciones de doxiciclina que son mas bajas. (Figura 56, A).
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Figura 56. Combinacion de Galico-TPP*C10 y doxiciclina en linea celular NCI-H727 en hipoxia. A)
Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 4 experimentos
independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001.

Linea Celular NCI-H1299
Normoxia

En la matriz que viene a continuacion (Figura 57, A) representan todas las
combinaciones ensayadas en los cultivos hormoxicos, con el cddigo de color que
indica interaccion aditiva, sinérgica o antagonica. Ademas, se muestra mediante
asteriscos el nivel de significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia mas
efectivos predominan en el cuadrante inferior derecho de la matriz de combinacion
en color azul y/o azul claro, donde se produce el cruce de concentraciones de
Galico-TPP*C10 que son intermedias y altas, y las concentraciones de doxiciclina

que son intermedias y altas. (Figura 57, A)
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Figura 57. Combinacién de Galico-TPP*C10 y Doxiciclina en linea celular NCI-H1299 en normoxia.
A) Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 4
experimentos independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001.

Hipoxia

En la matriz que viene a continuacién (Figura 58, A) representan todas las
combinaciones ensayadas en los cultivos hipéxicos, con el cédigo de color que
indica interaccion aditiva, sinérgica o antagonica. Ademas, se muestra mediante
asteriscos el nivel de significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia
predominan en el cuadrante superior derecho de la matriz de combinacién en color
celeste y turquesa, donde se produce el cruce de concentraciones de Galico-
TPP*C10 que son méas altas, y las concentraciones de doxiciclina que son mas
bajas. (Figura 58, A)
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Figura 58. Combinacion de Galico-TPP*C10 y doxiciclina en linea celular NCI-H1299 en hipoxia. A)
Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 4 experimentos
independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001.
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b. Combinacién entre Gentisico-TPP*C10 y doxiciclina.
Linea celular NCI-H727
Normoxia

En la matriz que viene a continuacién (Figura 59, A) representan todas las
combinaciones ensayadas en los cultivos normoxicos, con el cédigo de color que
indica interaccion aditiva, sinérgica o antagénica. Ademas, se muestra mediante
asteriscos el nivel de significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia
predominan en la mitad superior de la matriz de combinacién en color azul y/o azul
claro, donde se produce el cruce de todas concentraciones utilizadas de Gentisico-

TPP*C10, y las concentraciones de doxiciclina que son bajas e intermedias.
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Synergy mapped to D-R (LOEWE)
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Figura 59. Combinacion de Gentisico-TPP*C10 y doxiciclina en linea celular NCI-H727 en normoxia.
A) Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 4
experimentos independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001

Hipoxia

En la matriz que viene a continuacién (Figura 60, A) representan todas las
combinaciones ensayadas en los cultivos hipéxicos, con el cédigo de color que
indica interaccion aditiva, sinérgica o antagonica. Ademas, se muestra mediante
asteriscos el nivel de significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia
predominan en la mitad superior de la matriz de combinacién en color azul, azul
claro y azul oscuro, donde se produce el cruce de todas las concentraciones
utilizadas de Gentisico-TPP*C10, y las concentraciones de doxiciclina que son

bajas e intermedias (Figura 60, A).
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Figura 60. Combinacién de Gentisico-TPP*C10 y Doxiciclina en linea celular NCI-H727 en hipoxia.
A) Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 3
experimentos independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001

Linea Celular NCI-H1299

Normoxia

En la matriz que viene a continuacién (Figura 61, A) se muestran todas las
combinaciones ensayadas, con el codigo de color que indica interaccion aditiva,

sinérgica 0 antagonica. Ademas, se muestra mediante asteriscos el nivel de
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significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia predominan en el
cuadrante superior derecho y levemente en el cuadrante inferior derecho de la
matriz de combinacién, dichas sinergias se muestran en color celeste y turquesa,
en la cual se produce el cruce de concentraciones altas de Gentisico-TPP*C10, y
concentraciones intermedias de doxiciclina (Figura 61, A).
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Figura 61. Combinacion de Gentisico-TPP*C10 y doxiciclina en linea celular NCI-H1299 en
normoxia. A) Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 4
experimentos independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001

Hipoxia

En la matriz que viene a continuacion (Figura 62, A) se muestran todas las
combinaciones ensayadas, con el codigo de color que indica interaccion aditiva,
sinérgica o antagoOnica. Ademds, se muestra mediante asteriscos el nivel de
significancia de las interacciones. Los niveles de sinergia predominan en el
cuadrante superior izquierdo y levemente en el cuadrante superior derecho de la
matriz de combinacién, dichas sinergias se muestran en color azul claro y celeste,
en la cual se produce el cruce de concentraciones bajas de Gentisico-TPP*C10, y

concentraciones intermedias y bajas de doxiciclina. (Figura 62, A)

A
N=4 Gent - C10-TPP+ [uM]
1 1.58 2.51 3.98 6.31 10
17 18 18 12 11 18
5 <12 <2 2 +10 13 2
16 16 16 10 12 18 -
7.92 +-2 +2 +2 +/1 +/2 +2 =
@
g Kk Kk k& KK kK Kk E.
= 10 10 8 3 6 13 (2]
© 128 +-2 +11 +/3 +11 +14 +1
E * kk * * KK
=
‘G 3 3 4 3 1 9 £
;-_: 199 +1-4 +11 +2 +2 +-3 +-2 E
=} : : : : : : o
0 * * * g)
2 -1 -3 -10 -4 2 £
351 +1.0 +13 +13 14 +13 <
-2 -3 -5 -11 -7 -9
50 1 +13 +14 11 +1.3 +42

Loewe synergy and antagonism
Doxiciclina - Gent C10-TPP+

99



Synergy mapped to D-R (LOEWE)
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Figura 62. Combinacion de Gentisico-TPP*C10 y doxiciclina en linea celular NCI-H1299 en hipoxia.
A) Matriz de sinergia B) Mapa de sinergia. Valores obtenidos mediante el promedio de 4
experimentos independientes. * P <0,05, ** P <0,001 y *** P <0,0001
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VI. DISCUSION

a. Expresion de marcadores de TICs

La teoria de las células iniciadoras de tumores ha sido investigada por diversos
autores y se ha descrito en diferentes tipos de tumores, incluyendo el cancer de
pulmon. Las TICs se pueden identificar por marcadores fenotipicos, entre los que
se encuentran las glicoproteinas CD44 y CD133 (Dawood, S., Austin, L., &
Cristofanilli, M, 2014).

CD44 es un receptor de &cido hialurénico presente en la membrana celular que
contribuye a la adhesion, crecimiento, diferenciacion y transporte entre la célula 'y la
matriz extracelular (Fontana, F., Raimondi, M., Marzagalli, M., et al., 2019). Mientras
que la funcion fisiolégica de CD133 es un tanto desconocida, se sabe que CD133
esta preferentemente localizado en protuberancias y microvellosidades de
membrana plasmatica, o que sugiere su participacion en la organizacion de esta
(Glumac, P. M., & LeBeau, A. M., 2018).

En este estudio se evalud6 la presencia de ambos marcadores en la linea tumoral
NCI-H1299 en cultivos de normoxia e hipoxia. Existe una poblacion celular CD44*
equivalente a un 96,3% para cultivos de normoxia y de un 93,6% para cultivos de
hipoxia, en ambos cultivos la poblacion CD44* alcanza un alto porcentaje (Figura
11 y Figura 15). En el afio 2010, Leung y colabs. evaluaron varios marcadores
celulares para TICs entre ellos CD44 y CD133, en un total de 10 lineas celulares de
cancer de pulmén. Los autores obtuvieron una poblacion CD44* de 81,3% para la
linea celular NCI-H1299, valor que se acerca a nuestros resultados, con este
antecedente podemos concluir que la linea celular NCI H1299 tiene una alta
expresion del marcador CD44 (Leung, E. L., Fiscus, R. R., Tung, J. W., et al., 2010).

Ahora bien, a pesar que CD44 es un marcador de TICs y este se expresa en un alto
porcentaje dentro de la linea celular en estudio, no es posible concluir que toda la
poblacién marcada corresponde a TICs. Sin embargo, se ha determinado en una
investigacién que la poblacibn CD44* de la linea celular NCI-H1299 tiene una
resistencia relativa al cisplatino, y ademas son capaces de iniciar un tumor in vivo

con menos células que una poblacion sin clasificar (Leung, et al., 2010).
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En contraste, con el marcador CD133, en nuestro experimento la poblacion CD133*
fue de 0,02% para normoxia y de 0,03% para hipoxia, en ambos casos el resultado
es un porcentaje cercano a 0% (Figura 11 y Figura 15). Si comparamos con
resultados obtenidos por Leung y colabs. ellos obtuvieron un 0% de expresion del
marcador en la linea celular NCI-H1299, por lo que nuestros resultados se condicen
con lo descrito en literatura. Se esperaba evaluar este marcador en otra linea celular
(NCI-H727), debido a que no existia literatura de CD133 en esta linea celular, con
el objetivo de tener una poblacion celular CD133* mas cercano a un 1% que a un

0% que fue lo que obtuvimos en la linea NCI-H1299.

El marcador CD133, es de interés porque en la literatura, la poblacion CD133*, a
diferencia de CD133~, co-expresa altamente el marcador de resistencia a multi-
farmacos ABCG2 y muestra una resistencia significativa a los agentes de
quimioterapia como cisplatino, etopésido, doxorrubicina y paclitaxel y a la
radioterapia (Chen, Y. C., Hsu, H. S., Chen, Y. W, et. al., 2008).

Debido a la alta expresion del marcador CD44, es necesario realizar una
combinacion de marcadores para obtener una poblacion mas especifica de TICs.
Por lo que en nuestro doble marcaje entre CD44/CD133 arroj6 una poblacion
positiva a ambos marcadores de 0,22% y 0,12% en normoxia e hipoxia
respectivamente (Figura 11 y Figura 15). En la literatura se describen porcentajes
variables de TICs dependiendo del tipo de céncer y linea celular, algunos
especifican que es menor al 1% del total de células, por lo que nosotros
esperabamos un porcentaje mas cercano al 1% que al 0% (Maiuthed, A., et. al.,
2018). No se ha encontrado la combinacién de anticuerpos CD44/CD133 en esta
linea celular en la literatura, pero se sugiere realizar combinaciones con marcadores
de genes de pluripotencia como OCT-4, SOX-1 y Nanog. (Shukla, S., Khan, S.,
Sinha, S., et. al., 2018).

Se esperaba un mayor porcentaje de TICs en los cultivos de hipoxia en comparacion
a los de normoxia. Sin embargo, no existieron diferencias estadisticamente
significativas al comparar resultados entre ambos tipos de cultivo. Probablemente
porque las células en hipoxia no exhibieron un fenotipo distinto a las células
normoéxicas, tema que sera discutido mas adelante en el presente texto.
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b. Ensayo de viabilidad celular

Los cationes lipofilicos deslocalizados (Galico TPP* C10, Gentisico TPP* C10, 2,3
diOH TPP* C10y 2 OH TPP* C10) son moléculas originadas a partir del acido galico
y metabolitos de este, unidos a una molécula de trifenilfosfonio a través de una
cadena de 10 carbonos, esto les permite a las distintas moléculas dirigirse

selectivamente a la mitocondria de células tumorales.

Por otro lado, doxiciclina es un antibiético de la familia de las tetraciclinas y se ha
descrito su uso para inhibir la viabilidad y la proliferacién de las células de cancer
de mama y células madre de cancer de mama (Lin et al., 2018; Peredo-Silva et al.,
2017; Zhang et al., 2017).

En nuestros experimentos se construyeron curvas sigmoideas de dosis respuesta,
a través de una serie de concentraciones en orden creciente de los compuestos y
se determinaron los ICso de cada compuesto en los tiempos de 24, 48 y 72 horas
en cultivos de normoxia e hipoxia en 2 lineas celulares tumorales. Se tom6 como
control una linea de fibroblastos pulmonares, al cual también se determinaron los

ICs0 de cada compuesto.
Efecto de Cationes lipofilicos deslocalizados sobre la viabilidad celular

En los cultivos de normoxia e hipoxia de las lineas celulares NCI-H727 y NCI-H1299,
se observan en las curvas dosis-respuesta que al utilizar la concentracion maxima
(100 puM) se alcanza la citotoxicidad total de las células llegando al 0% de viabilidad
celular en todos los tiempos y con todos los compuestos catidnicos, lo cual nos
indica el efecto citotoxico que tienen los compuestos en estudio. Ademas, en las
curvas sigmoideas se observa una disminucion de la viabilidad celular dependiente

de la concentracién del compuesto (Figuras 18, 19, 23, 24, 33, 34, 38 y 39).

En la linea celular NCI-H727, los DLCs en cultivos de normoxia obtuvieron valores
de ICso que varian entre 19,4 — 10,4 uM, en tiempo de 24 horas, mientras que a las
48 horas varia entre 12,3 — 6,4 uM y a las 72 horas entre 5,7 — 1,4 uM. Por otro
lado, los cultivos en hipoxia obtuvieron valores de 24,2 — 10,3 uM, 12,8 — 6,9 uM, y
4,0 — 0,94 uM en los tiempos 24, 48 y 72 horas respectivamente (Tablas 6, 7, 9y
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10). Los valores de ICso van disminuyendo a mayor tiempo de exposicion lo que

indica que el efecto de los compuestos en estudio es tiempo-dependiente.

En la linea celular NCI-H1299, los compuestos catidnicos obtuvieron valores de ICso
en los cultivos de normoxia de 14,7 — 7,6 uM, 9,9 — 1,2 yM y 4,8 — 0,56 UM, en
tiempos de 24, 48 y 72 horas respectivamente, en tanto, los cultivos de hipoxia
obtuvieron valores de 19,3 -7,9 uM, 12,2 - 3,3 uM y 5,0 — 0,54 uM en los mismos
tiempos (Tablas 6, 7, 9 y 10). En nuestro modelo de estudio también se observo la
disminucién del ICso a mayor tiempo de exposicion indicando el efecto tiempo-
dependiente que tienen los DLCs.

La disminucion del ICso es significativa al comparar los tiempos 24 vs. 48 horas, 24
vs. 72 horas y 48 vs. 72 horas tanto en normoxia como hipoxia con el compuesto
Galico TPP*C10 en ambas lineas celulares tumorales (ICso 24h > ICso 48h > ICso
72h) (Figura 22).

Para Gentisico TPP*C10, la disminucion del ICso es significativa al comparar los
tiempos 24 vs. 48 horas, 24 vs. 72 horas y 48 vs. 72 horas tanto en normoxia como
hipoxia en ambas lineas celulares tumorales. Excepto la comparacion de 24 vs. 48
horas en hipoxia de la linea NCI-H1299, donde no existié diferencia significativa
(Figura 27).

Con el compuesto 2,3 diOH TPP* C10, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas al comparar 24 vs. 48; 24 vs. 72; y 48 vs. 72 horas en cultivos de
normoxia de ambas lineas celulares existiendo una disminucion del ICsp a medida
que se aumentaba el tiempo de incubacién del compuesto, exceptuando la
comparacion de 24 vs. 48 horas en la linea NCI-H1299 en el cual la diferencia es
no significativa, mientras que en hipoxia fue significativa la comparaciéon de 24 vs.
72 h (ICs0 24h > ICsp 72h); y 48 vs. 72 h (ICso 48h > ICs0 72h) para la linea NCI-
H727, y para la linea NCI-H1299 estas diferencias fueron significativas entre todos
los tiempos (ICso 24h > 1Cso 48h > I1Cso 72h) (Figura 37).

Para 2 OH TPP* C10 existen disminuciones estadisticamente significativas entre

los ICs0 a medida que se aumentaba el tiempo de incubacion del compuesto, esta
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diferencia fue entre todos los tiempos en cultivos normoxicos e hipoxicos de ambas
lineas celulares, exceptuando la comparacion entre 24 vs. 48 horas en cultivos de
hipoxia en la linea celular NCI-H727 (Figura 42).

Por otro lado, al comparar los valores obtenidos entre ICso de normoxia vs. hipoxia,
observamos que son valores similares, sin embargo, existen resultados
estadisticamente significativos con el compuesto Galico TPP* C10 a las 24 horas
en ambas lineas celulares, siendo el ICso de la hipoxia (24,2 — 19,3 uM) mayor que
el ICso de la normoxia (19,4 — 14,7 uM) (Figura 21).

Con 2,3 diOH TPP* C10 hubo diferencia significativa a las 48 horas siento el ICso
de hipoxia (12,3 pM) mayor que el de normoxia (7,5 uM), en la linea NCI-H727.
Mientras que en NCI-H1299, hubo diferencias estadisticas en 24 horas (9,9 vs. 12,5
UM) vy a las 72 horas (3,2 vs. 6,0 uM), siendo en ambos casos mayor el ICso de

hipoxia (Figura 36).

El compuesto 2 OH TPP* C10, tuvo diferencias estadisticamente significativas al
comparar normoxia-hipoxia a las 48 horas en ambas lineas celulares siendo mayor
el ICso de hipoxia (6,4 — 1,2 uM) que el de normoxia (12,8 — 3,3 uM) (Figura 41).

En el afio 2021, los autores Wang y colabs. evaluaron el efecto producido por la
hipoxia en la resistencia al Cisplatino en células de cancer de pulmén vy
determinaron que la hipoxia exacerb0 la resistencia al cisplatino debido al aumento
de la expresion de la isoenzima piruvato quinasa (PKM2) que se observo en los
exosomas secretados por las células hipoxicas (Wang, D., Zhao, C., Xu, F., et al.,
2021). Por lo cual es importante evaluar la diferencia entre cultivos normoxicos e

hipoxicos para observar si existe un aumento en el ICso en cultivos hipéxicos.

En el aio 2020, los autores Jara y colabs. realizaron experimentos de viabilidad
celular con los cationes lipofilicos deslocalizados, en cultivos de normoxia de células
tumorales de cancer de colon. Los valores de ICso que obtuvieron en dicho estudio
variaron entre 5,3 - 15,2 uM a tiempo de 24 horas, en 48 horas variaron entre 2,7 —
14,2 yuM, mientras que a 72 horas los resultados fueron de 3,0 — 12,2 uM

dependiendo de la linea celular y del compuesto utilizado. Por lo cual, al contrastar

105



nuestros valores de ICso de ambas lineas tumorales con los valores obtenidos en el
estudio, los valores son similares. Ademas, en el estudio se destaca el efecto
citotdxico de los compuestos catidnicos, y que este es dependiente del tiempo y de

la concentracion (Jara, J. A., Rojas, D., Castro-Castillo, V., et al., 2020).

Por otro lado los autores Sandoval-Acufia y colabs. evaluaron el efecto citotoxico de
estas moléculas en lineas celulares de cancer de mama. Los resultados a las 24
horas variaron entre 4,8 — 14,4 uM, dependiendo la linea celular. Mientras que en
48 horas fue de 1,2 — 11,9 uM y a 72 horas los ICso fueron entre 1,4 — 7,7 uM
dependiendo de la linea celular y del compuesto utilizado. Por lo que en este estudio
se ve reflejado la disminucion del ICso a medida que se aumenta el tiempo de accion
del compuesto y su concentracion. Por lo cual nuestros resultados son concordantes
con los estudios sefalados (Sandoval-Acuia, C., Fuentes-Retamal, S., Guzman-
Rivera, D., et al., 2016).

Los fibroblastos pulmonares fueron nuestra linea celular de control, con el
compuesto Gélico TPP* C10, se obtuvo una citotoxicidad casi total alrededor del
92% en 24 y 48 horas, mientras que en 72 horas fue una citotoxicidad del 100%.
(Figura 20). En contraste, los DLCs restantes obtuvieron una citotoxicidad total del
100% en todos los tiempos en los cuales se realizé el experimento, observando la
disminucién del ICso a medida que aumenta el tiempo de exposicion del compuesto
y con valores similares a los ICso obtenidos de las lineas tumorales (Figuras 25, 35
y 40).

Sin embargo, el efecto de 2,3 diOH TPP* C10 sobre fibroblastos obtuvo resultados
de ICso no concordantes entre si. Nosotros esperabamos que el ICso fuera
disminuyendo a medida que se aumentaba el tiempo de exposicién del compuesto,
sin embargo, a las 72 horas el ICso aumento significativamente y fue superior que el
ICs0 obtenido a las 24 y 48 horas. Este fenomeno se escapa de la tonica de los otros
DLCs lo que nos lleva a pensar que tal vez los fibroblastos pudieron multiplicarse a
pesar de estar sometido a una concentracion especifica de compuesto (Figura 35).

A pesar de estos resultados, en el afio 2017, Peredo-Silva y colabs. estudiaron el

efecto de algunos DLCs en un modelo in vivo de adenocarcinoma mamario, y
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determinaron que estos compuestos no causan toxicidad sistémica ni dafio a
organos importantes para el metabolismo y la excrecion de los compuestos en
ratones, mediante el analisis de parametros hematolégicos y bioquimicos. En el
estudio para confirmar ain mas la seguridad de estos compuestos, se realiz6 un
analisis histopatoldgico de tejido cardiaco, hepatico y renal, y los resultados fueron

consistentes con los del andlisis hematolégico (Peredo-Silva et al., 2017).

El modelo de cultivo celular convencional monocapa o 2D es el utilizado en nuestros
experimentos, dicho modelo es ampliamente utilizado en experimentos in vitro por
su facil observacion, manipulacion y bajo costo. Sin embargo, representa ciertas
desventajas ya que no imitan las estructuras naturales de los tejidos, las
interacciones célula-célula y célula-ambiente extracelular no estan representadas
como lo estarian en un tejido normal. Estas interacciones son responsables de la
proliferacion, vitalidad, expresiébn de genes y proteinas, respuesta a estimulos,
metabolismo de farmacos y otras funciones celulares. Otro inconveniente del cultivo
2D es que las células de monocapa tienen acceso ilimitado a los ingredientes del
medio de cultivo, como oxigeno, nutrientes, metabolitos y moléculas de sefal
(Kapatczynska, M., Kolenda, T., Przybyta, W., et al., 2018).

En el caso de nuestros fibroblastos pulmonares, al ser un cultivo monocapa todas
las células recibian la misma concentracion del compuesto y tenian acceso
constante a este mismo por un periodo de 24, 48 o 72 horas. Esto puede explicar
los 1Cso similares obtenidos comparando fibroblastos normales con lineas

tumorales.

Dicho esto, los sistemas de cultivo celular monocapa 2D a veces no exhiben el
proceso de desarrollo celular visto en el entorno fisioldgico in vivo debido a la
simplicidad de los sistemas. La falta de un entorno complejo y rico en informacién
biolégica en estos sistemas 2D podria ser la causa de esta disparidad. (Duval, K.,
Grover, H., Han, L. H., et al., 2017).

Efecto de doxiciclina sobre la viabilidad celular
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En la linea NCI-H727, tanto en normoxia como en hipoxia, no se logro determinar el
ICs0 a las 24 horas, porque este era mayor que la concentracién méxima utilizada.
Por otro lado, a las 48 horas la concentracion fue de 21,6 y 36,6 uM en normoxia e
hipoxia respectivamente y a las 72 horas, los valores fueron de 14,4 y 14,2 uyM
(Figura 28). En las curvas dosis-respuesta se observa que aumenta la citotoxicidad
de doxiciclina a medida que se aumenta el tiempo de accion, llegando a una
viabilidad celular del 0%. Ademds, se disminuye el ICso a mayor tiempo para lograr
la inhibicion del 50% de la poblacién celular. Esta disminucion del ICso es
significativa comparando 48 horas vs. 72 horas, tanto en normoxia como hipoxia
(Figura 32, Ay B). La diferencia de concentraciones entre normoxia e hipoxia, solo
fue significativa en 48 horas (12,6 vs. 36,6 pM) siendo mayor la concentracion en

hipoxia (Figura 31, A).

En NCI-H1299 también se logra efecto citotoxico, y este es dependiente de la
concentracion y del tiempo obteniendo valores de 17,7 uM, 16,3 uM, y 7,1 uM en
tiempos de 24, 48 y 72 horas en cultivos de normoxia. En cultivos de hipoxia se
obtienen valores mas altos de ICsp tales como 37,2 uM, 24,0 uM, y 15,4 uM en los
mismos tiempos en cultivos de hipoxia (Tabla 8). Esta diferencia entre normoxia-
hipoxia, fue significativa en todos los tiempos (24 normoxia vs. 24 hipoxia, 48
normoxia vs. 48 hipoxia y 72 normoxia vs. 72 hipoxia) (Figura 31, B). Al comparar la
diferencia de ICso entre los tiempos (24 vs. 48; 24 vs. 72;y 48 vs. 72 horas), estas
fueron significativas en normoxia e hipoxia, a excepcion de 24 vs. 48 horas en
normoxia (Figura 32, C y D).

En el afio 2020, los autores Fuentes-Retamal y colabs. estudiaron el efecto de
doxiciclina en lineas celulares de cancer de mama a tiempo de 24 horas, en la cual
se obtuvo un efecto citotoxico, pero en concentracion mayor que en nuestra linea
celular de NCI-H1299 (70,5 — 109,3 uM vs. 17,7 uM). No se ha encontrado
informacion respecto a tiempos de incubacién mayores (Fuentes-Retamal, S.,
Sandoval-Acufia, C., Peredo-Silva, L., et al., 2020).

A diferencia de los DLCs que afectaban fuertemente a los fibroblastos, doxiciclina
tuvo valores indeterminados de ICso para esta linea celular, porque nuestras

concentraciones utilizadas no fueron suficiente para calcular un ICso exacto, ya que
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este era muy alto. Probablemente doxiciclina si haya tenido un efecto citotéxico en
esta linea celular, pero a concentraciones muy altas. Esto se explica porque
doxiciclina es un antibiético comercializado desde 1967, por lo que su uso es seguro

para el organismo y tiene perfiles de dosis descritos en la literatura.
c. Medicion de contenido de ATP intracelular

Con el objetivo de ver como estos compuestos afectaban al funcionamiento celular,
y si tenian incidencia en la funcion de la mitocondria, se midi6 el contenido de ATP
intracelular. En la linea celular NCI-H727 existié una disminucion en el porcentaje
de ATP llegando a un 74% - 80% en cultivos de normoxia e hipoxia,
respectivamente, con el compuesto Galico-TPP*C10 en la concentracion 2x ICso,
esta disminucién fue significativa respecto al control con DMSO (100% ATP).
Mientras que en las concentraciones restantes que eran menores no hubo

diferencias estadisticas (Figura 43, Ay B).

En la misma linea celular con Gentisico-TPP*C10 existieron diferencias estadisticas
en todas las concentraciones utilizadas: para % ICso alcanz6 un porcentaje de 86%
- 84%, para ICso se alcanzd 74% - 79%, mientras que 2Xx ICso obtuvo 71% - 72%
(porcentajes expresados para normoxia - hipoxia), lo cual nos indica que la
disminucién en el porcentaje de ATP es dependiente de la concentracidon de este
compuesto, e incluso son valores equiparables a los obtenidos con el control de
CCCP que se alzé con 71% - 74% de ATP (Figura 43, Ay B).

Al comparar entre ambos cationes lipofilicos deslocalizados tenemos que las
concentraciones de Gentisico-TPP*C10 utilizadas fueron menores que las
concentraciones de Galico-TPP*C10, y que a pesar de esto Gentisico-TPP*C10
tuvo una disminuciéon considerable del porcentaje del ATP respecto al otro
compuesto, incluso en la concentracion de %2 ICso, por lo que se podria concluir que,
en nuestro modelo experimental, el compuesto Gentisico-TPP*C10 tiene mas
eficacia que Galico-TPP*C10.

En NCI-H1299 se obtuvo resultados similares, donde el compuesto Gélico-TPP*C10

tuvo diferencias significativas respecto al control (DMSO) en su concentracion 2x
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ICs0 alcanzado porcentajes de 83% - 88% tanto en cultivos de normoxia como en
hipoxia. En la misma linea con el compuesto Gentisico-TPP*C10 se obtuvo
diferencias estadisticamente significativas a concentraciones de %2 ICso con un valor
de 89%, ICso0 con 83% y 2x ICso con 74% en cultivos de normoxia, mientras que en
hipoxia existieron diferencias significativas en concentracion de ICsp alcanzando un
valor de 84% y 2x ICso con 83%. Todos estos valores sugieren que la variacion

existente de ATP es dependiente de la concentracion del compuesto (Figura 45, A
y B).

Contrastando con informacion en la literatura, lo esperable para ambos cationes es
una caida en el porcentaje de ATP intracelular. En el estudio de Sandoval-Acuia y
colabs. evaluaron el efecto de estas moléculas sobre los niveles de ATP en células
tumorales de cancer de mama donde obtuvieron reducciones de ATP entre 10% a
un 25% a la maxima concentracion utilizada (20 uM) alcanzando valores de 90% a
75% de ATP dependiendo de la linea tumoral en estudio. Considerando que
nuestras concentraciones utilizadas eran todas menores o iguales a 10,04 uM para
Galico-TPP*C10, y 8,02 uM para Gentisico-TPP*C10, en comparacion a los 20 uM
gue se usaron en el estudio de Sandoval-Acufia y colabs. tenemos que nuestros
valores expresados en porcentaje de ATP, son similares a los valores del estudio

antes mencionado (Sandoval-Acufia, C., et al., 2016).

Existen sensores metabdlicos intracelulares que se activan cuando cae la relacion
ATP/AMP, las células hacen frente a una produccion disminuida de ATP
adaptandose mediante la activacion de otras vias de sintesis de ATP y la
inactivacion de procesos que consumen ATP (Yuan, H. X., Xiong, Y., & Guan, K. L.,
2013). La quinasa activada por AMP (AMPK) se activa por el estrés energético
agudo y promueve las vias catabdlicas para producir ATP mientras se desactivan
las vias anabdlicas que consumen ATP. Por tanto, la activacion de AMPK después
de la adicion de los cationes lipofilicos deslocalizados a las células tumorales podria
incrementar la sintesis de ATP no mitocondrial, permitiendo que las células afronten

la disminucion esperada de los niveles de ATP inducida por estos compuestos.

Por otro lado, doxiciclina no afectd los niveles de ATP a ninguna de las

concentraciones ensayadas (Figura 43 y Figura 45). Esto se debe a que doxiciclina
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tiene un mecanismo de accion distinto respecto a los DLCs, estos ultimos actian
dirigiéndose a la cadena de transporte de electrones mitocondrial, desacoplando
débilmente el sistema de fosforilacion oxidativa. Mientras que la doxiciclina impide
la formacién de la cadena polipeptidica uniéndose a la subunidad 28S de los
ribosomas mitocondriales, afectando la biogénesis mitocondrial, por lo cual no
afecta directamente a la produccién de ATP en los tiempos ensayados por nosotros,
porque el tiempo de accion del compuesto no alcanza a generar un efecto en el
contenido de ATP intracelular. Probablemente doxiciclina puede que tenga un
efecto en el contenido de ATP intracelular, pero a tiempos de incubacion mayores
que los de nuestro experimento, esto debido a que el mecanismo de accion de
doxiciclina requiere de mas tiempo que los DLCs, estos Ultimos requieren un tiempo
de accion mas corto para evidenciar efectos en el contenido de ATP intracelular (Lin
et al., 2018; Peredo-Silva et al., 2017; Zhang et al., 2017).

No hubo diferencias significativas entre resultados de normoxia hipoxia en ninguna
linea celular ni compuesto, este tema sera discutido mas adelante en este texto
(Figura 44 y Figura 46).

d. Mediciéon de potencial de transmembrana mitocondrial mediante TMRE

La medicion del potencial de transmembrana mitocondrial nos permite analizar
como los compuestos tienen efecto en la mitocondria y el funcionamiento celular.
En los cultivos de normoxia de la linea NCI-H727, no existieron diferencias
significativas con ningin compuesto catidnico en ninguna concentracion utilizada,
ya que no hubo una caida en el potencial de membrana respecto al control. En los
cultivos de hipoxia, con el catiobn Gélico-TPP*C10 hubo una caida en el potencial a
medida que iba aumentando la concentracion, sin embargo, es una diferencia no
significativa, mientras que en el compuesto Gentisico-TPP*C10 también hubo
caidas en el potencial a medida que se aumentaba la concentracion, pero esta
diferencia solo fue estadisticamente significativa con la concentracion de 2x ICso
(Figura 48, Figura 50).

En la linea NCI-H1299 se presentaron resultados similares, ya que no hubo

diferencias estadisticas en ambos tipos de cultivos con el compuesto Galico-
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TPP*C10, mientras que con Gentisico-TPP*C10 hubo una disminucion en el
potencial de transmembrana mitocondrial que fue significativa solo a concentracién
2X 1Cso (Figura 52, Figura 54).

El efecto esperado con los cationes era una caida del potencial de transmembrana
mitocondrial dependiente de la concentracion. Si comparamos con resultados en la
literatura, Sandoval-Acufia y colabs. evaluaron el efecto de Galico-TPP*C10 y
Gentisico-TPP*C10 en lineas celulares de cancer de mama mediante la sonda
safranina-0, los resultados presenciaron una caida del potencial de transmembrana
mitocondrial dependiente de la concentracion utilizada (a mayor concentracion
mayor caida del potencial). En nuestros experimentos se utilizaron concentraciones
menores o iguales a 10,04 uM para Galico-TPP*C10 y de 8,02 uM para Gentisico-
TPP*C10 (ambas equivalentes al 2x ICso de hipoxia en NCI-H1299), en
comparacion a las concentraciones utilizadas en el estudio que fueron mayores (5,
10y 20 uM). Esto podria explicar que en nuestro resultado existe una caida leve del
potencial y que se deberia experimentar con concentraciones mayores a la
utilizadas porque el tiempo de incubacion del compuesto en este experimento es
menor que el tiempo de medicién de los valores de ICso que son de al menos 24
horas (Sandoval-Acuiia, C., et al., 2016).

Con doxiciclina no esperdbamos que existieran cambios en el potencial de
transmembrana mitocondrial, y efectivamente no existieron diferencias a ninguna
concentracion, en ninguna linea celular ni tipo de cultivo, esto debido al mecanismo
de accion que tiene este compuesto, el cual no provoca una caida de potencial de

transmembrana mitocondrial.

e. Estudios de combinacion de compuestos

Los estudios de combinacion nos permiten ver las interacciones que puedan tener
2 compuestos en relacion al efecto farmacoldgico estudiado. Se le conoce como
sinergia a la interacciéon de dos o mas compuestos que produce un efecto total
mayor que la suma de los efectos particulares de cada uno. Aditividad, es el efecto

de un compuesto sumado al efecto del otro, no se potencian entre ellos si no que
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se suma el efecto. Y antagonismo es la interaccion de dos o0 mas compuestos que

contrarrestan su efecto.

Combinacién entre Galico-TPP*C10 y doxiciclina

En los cultivos de normoxia de la linea celular NCI-H727 27 combinaciones de 36
tuvieron un comportamiento sinérgico (color verdoso-turquesa, color celeste-azul).
Considerado que el ICso de Galico-TPP*C10 en esta linea celular a las 72 horas es
de 4,4 uM y el de doxiciclina es de 14,4 uM si ubicamos estas concentraciones
dentro de la matriz tenemos que existen 7 posibles combinaciones donde ocurre
sinergia que se encuentran por debajo de los ICso de ambos compuestos y que

logran una gran citotoxicidad celular en esta linea celular (Figura 55).

En los cultivos de hipoxia de esta misma linea celular hubo 17 combinaciones
estadisticamente significativas que dieron como resultado un efecto de sinergia, de
un total de 36 posibles combinaciones. Hubo una disminucién en las combinaciones
sinérgicas respecto al cultivo de normoxia (27 combinaciones de sinergia en
normoxia vs. 17 combinaciones de sinergia en hipoxia). Se destaca que hubo un
efecto sinérgico importante en las combinaciones donde hay un color mas celeste-
azul. Al tener como parametros de referencia los ICsp a 72 horas de los compuestos
obtenidos en hipoxia, tenemos valores de 4,04 uM para Galico-TPP*C10y de 14,2
UM para doxiciclina, si se ubican estos valores dentro de la matriz de combinaciones
tenemos 9 posibles combinaciones de las cuales 7 corresponden a un efecto de
sinergia utilizando concentraciones menores a los ICso de los compuestos y son
estadisticamente significativo. Ademas, hubo efecto aditivo en 4 combinaciones
(Figura 56).

Al comparar entre cultivos normoxicos-hipoxicos se observa que se repiten ciertas
combinaciones en ambos cultivos, pero se destacan las combinaciones de 1,9 uM
Galico-TPP*C10 + 5 uM doxiciclina; 3,62 uM Galico-TPP*C10 + 5 pM doxiciclina; y
3,62 pM Galico-TPP*C10 + 7,92 pM doxiciclina, porque son combinaciones

menores a los ICso donde hubo sinergia en ambos tipos de cultivos.
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En los cultivos normoxicos de la linea NCI-H1299 hubo 12 combinaciones donde
existio sinergia estadisticamente significativa. También hubo 2 combinaciones con
un efecto antagonico leve (amarillo). Se debe destacar el efecto sinérgico importante
en 2 combinaciones originadas a partir del cruce de 6,9 uM Galico-TPP*C10 + 19,9
KM doxiciclina 'y 6,9 uM Galico-TPP*C10 + 50 uM doxiciclina, en ambas hubo una
sinergia potente marcadas en color azul, que fueron estadisticamente significativas
(Figura 57).

En contraste, los cultivos hipdxicos de la linea celular NCI-H1299, existieron 14
combinaciones sinérgicas, pero que en su mayoria fueron sinergias leves a
moderadas, se destacan las sinergias originadas a partir del cruce de 25 puM Gélico-
TPP*C10 con las concentraciones de doxiciclina que van del 5 — 31,5 pM. Al
considerar los 1Cso de los compuestos en esta linea celular (5,02 pM Gélico-
TPP*C10 y 15,4 uM doxiciclina) y ubicarlos dentro de las concentraciones, resalta
la combinacion de 1,9 uM Galico-TPP*C10 + 5 pM doxiciclina, porque es una
sinergia que se obtiene con concentraciones menores a los ICso de cada compuesto.
También hubo 2 combinaciones con antagonismo leve (amarillo-verdoso), que se
contrasta frente a la gran cantidad de sinergias que hubo en otras combinaciones
(Figura 58).

Este tipo de combinacion entre el cruce de Galico-TPP*C10 y doxiciclina ha sido
estudiado por Peredo-Silva, Fuentes-Retamal y colabs. en experimentos in vivo en
adenocarcinoma mamario. En el cual se evalu6 el tamafio del tumor en ratones
aplicando terapia con Galico-TPP*C10 por si solo, doxiciclina por si sola, y la terapia
conjunta entre ambos compuestos. Los resultados mostraron un efecto positivo y
sinérgico en la combinacién de estos compuestos, ya que el tamafio del tumor fue
remitiendo al cabo de 30 dias de la aplicacién de la terapia y obtuvo mejores

resultados que los compuestos por si solo (Peredo-Silva, L., et al., 2017).

Este importante hallazgo puede deberse a un efecto sinérgico, que puede explicarse
por el uso de dos compuestos con diferentes mecanismos de accién: 1)
desacoplamiento mitocondrial inducido por Galico-TPP*C10, que desencadena
estrés metabdlico debido a una drastica reduccion de ATP, acompafado de la
liberacion de factores proapoptéticos, y 2) inhibicién de la biogénesis mitocondrial
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por doxiciclina. El empleo simultdneo de estos dos conjuntos de actividades

citotdxicas causa una sinergia considerable en las lineas tumorales.

Combinacién entre Gentisico-TPP*C10 y doxiciclina

En la linea celular NCI-H727 en cultivos de normoxia, existieron 26 combinaciones
de un total de 36 donde existi0 un efecto de sinergia, destacan las combinaciones
originadas desde 1 — 10 uM de Gentisico-TPP*C10y 5 — 12,8 uM doxiciclina, donde
hubo una sinergia estadisticamente significativa. Al tomar en cuenta los valores de
ICs0 de los compuestos en esta linea celular (1,75 pM Gentisico-TPP*C10 y 14,4
MM doxiciclina) y los posicionamos dentro de los valores de la matriz de
combinaciones, tenemos que existen 6 combinaciones de un total de 6 donde hubo
efecto de sinergia a menores concentraciones que los ICso de cada compuesto,
destacando la combinacién de 1,58 uM Gentisico-TPP*C10 + 5 puM doxiciclina y
1,58 uM Gentisico-TPP*C10 + 7,92 uM doxiciclina, porque se encuentran en color
azul dentro de la matriz (Figura 59).

En los cultivos de hipoxia de esta linea celular tenemos 21 combinaciones con
sinergia estadisticamente significativa (disminuye la cantidad respecto a normoxia),
donde destacan las combinaciones originadas por el cruce desde 1 uM a 10 pM de
Gentisico-TPP*C10y de 5 uM a 7,92 uM doxiciclina, por su efecto sinérgico potente.
Tomando en consideracion los ICsp de esta linea celular en hipoxia a las 72 horas
(2,52 uM Gentisico-TPP*C10 y 14,2 uM doxiciclina) al ubicarlas en la matriz,
tenemos que hay 7 combinaciones con sinergia de un total de 9 que son menores
a las concentraciones de los ICso siendo las mas destacada 2,51 uM Gentisico-
TPP*C10 + 5 uM doxiciclinay 1,58 uM Gentisico-TPP*C10 + 5 uM doxiciclina, esta
ultima combinacion se repite al igual que en el cultivo de normoxia, lo cual se perfila
a ser una buena combinacion. Ademas, existio una combinacién con efecto aditivo
(verde) (Figura 60).

En la linea celular NCI-H1299, existieron 19 combinaciones con sinergia en los
cultivos de normoxia que fueron estadisticamente significativos, destacan los cruces
ocurridos desde 3,98 uM a 10 uM de Gentisico-TPP*C10y de 5 uM a 31,5 pM de

doxiciclina. La sinergia mas potente ocurri6 en el cruce de 10 uM Gentisico-
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TPP*C10 + 7,92 pM doxiciclina (Figura 61). Contrastando con los cultivos de
hipoxia, hubo 17 combinaciones con sinergia, y 4 combinaciones con efecto aditivo
y 6 combinaciones con efecto antagdnico. Teniendo en cuenta los ICso de los
compuestos en hipoxia (4,01 uM Gentisico-TPP*C10 y 15,4 pM doxiciclina),
tenemos que existen 11 combinaciones sinérgicas de un total de 12, se perfilan
como buenas candidatas 1,58 uM Gentisico-TPP*C10 + 5 uM doxiciclinay 2,51 uM
Gentisico-TPP*C10 + 5 uM doxiciclina, porque generan sinergia a concentraciones

menores que los ICso de cada compuesto (Figura 62).

Fuentes-Retamal y colabs. evaluaron el efecto de Gentisico-TPP*C10 en lineas
celulares de cancer de mama, en sus experimentos demostraron que el estrés
metabdlico inducido por este compuesto aumenta la expresion de la proteina 1a
coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1 a)
(Fuentes-Retamal, S., 2020), esta proteina tiene un papel ampliamente descrito en
la biogénesis mitocondrial, y se encuentra modulada por AMPK (Jornayvaz, F. R.,
Shulman, G. I. 2010).

Recordemos que AMPK es capaz de censar la caida de ATP, por lo tanto, los
cationes lipofilicos tienen un efecto desacoplador que induce una pérdida del
potencial de transmembrana mitocondrial, lo que conduce a una disminucion de la
sintesis de ATP celular y activacion de AMPK relacionada con el desequilibrio
bioenergético y también como mecanismo de compensacion celular, este modula a
PGC-1 a que es el encargado de regular la biogénesis mitocondrial (Jara, J. A., et
al., 2020; Popov L. D., 2020).

Por otro lado, el efecto de doxiciclina en la combinacion inhibe la biogénesis
mitocondrial, porque este compuesto impide de la formacién de la cadena
polipeptidica uniéndose a la subunidad 28 S de los ribosomas mitocondriales, esto
conlleva a la no formacion de proteinas necesarias para la biogénesis mitocondrial,

llevando a las células a un estado de colapso metabdlico.

La hipoxia es un componente importante del cancer a través de HIF-1. Existe
evidencia que indica el papel de HIF-1a y HIF-2a en el crecimiento y la recurrencia
del cancer inducido por TICs, por ejemplo la union directa de HIF-2a a elementos
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de respuesta hipoxica ubicado en las regiones promotoras mejora la expresion de
genes de pluripotencia como Sox2, Nanog y Oct4. También es posible inducir la
transicion epitelial-mesenquimal y activar vias de sefalizacion TGF-g, WNT, Notch
(Hajizadeh, F., Okoye, I., Esmaily, M., et. al., 2019; Najafi, M., Farhood, B.,
Mortezaee, K., et. al., 2020).

En nuestros experimentos al cultivar las células en hipoxia por solo 24 horas y luego
realizar los experimentos en condiciones de normoxia, es probable que las células
vayan perdiendo caracteristicas que habian adquirido mientras estaban en hipoxia,
lo que explicaria por qué en algunos de nuestros experimentos las células se
comportaron de manera similar frente a los farmacos en condiciones hipoxicas o

normoxicas.

Por esta razdén, como proyeccion a este trabajo proponemos realizar un western
blot, y evaluar la expresion de HIF-1a, a diferentes tiempos, por ejemplo medir HIF-
1a al tiempo O de sacar las células de hipoxia, luego al tiempo de 24, 48 y 72 horas
que fue el tiempo maximo al cual se llevo a cabo los experimentos (Wu, D., Yotnda,
P., 2011).

Otra técnica que se traté de implementar para llevar a cabo la hipoxia en las células
era primero trabajar con células en normoxia, para posteriormente contarlas y
sembrarlas en placas, con el objetivo de llevar estas placas a una camara de
hipoxia, y de esta forma las células se adhirieran a la placa mientras pasaban 24 h
de hipoxia. Sin embargo al hacer este proceso, una gran cantidad de células no se
adhiri6 a la placa y quedaban flotando por lo cual no era posible estandarizar la
misma cantidad de células en cada pocillo.

Una alternativa es el uso de incubadoras de hipoxia conectadas a tanques de gas
premezclado o sistemas de mezcla de gases, que permite la experimentacion y los
cambios de medios de cultivo y manipulacion de células en un ambiente hipoxico
continuo (Wu, D., Yotnda, P., 2011).

En la literatura existe controversia sobre si la produccion de especies reactivas de

oxigeno (ROS) es inducida por una hipoxia continua o por reoxigenacion. En 2016,
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Zhang y colabs. realizaron un estudio donde evaluaron la formacién de ROS en
células de cancer cervico-uterino (HelLa) y concluyeron que la reoxigenacion
producia formacion de ROS, por contraparte Wei y colabs. también evaluaron ROS
en células de cancer de pulmén (A549) y determinaron que la cantidad de ROS en
las células aumenta con la prolongacion del tiempo de hipoxia. En ambos casos la
produccion de ROS provoca muerte celular (Zhang, K., Zhao, T., Huang, X., et. al.,
2016; Wel, Y. L., Dong, H. M., Xie, Z. F., et. al., 2017).

Existen estudios que describen que para observar un mayor porcentaje de TICs es
posible a través de modelos 3D in vitro, porque ese modelo trata de emular
condiciones similares a lo que ocurre en un tumor. Ademas, al tener este modelo en
hipoxia, estas condiciones ayudan activamente al crecimiento de varios factores
tumorales a través de los factores inducibles por hipoxia (HIF) y son capaz de inducir
el aumento de la proporcion de TICs (Xu, X. X., Liu, C., Liu, Y., et al., 2014;
Bhattacharya, S., Calar, K., & de la Puente, P., 2020; Pavlacky, J., Polak, J., 2020).
De esta manera utilizando otros modelos podriamos corroborar si efectivamente los

marcadores planteados en este trabajo verian modificada su expresion.
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VII. CONCLUSIONES

Las TICs o CSC, son un pequefio subgrupo de células con caracteristicas
especificas similares a células madres, si bien se encontraron células con
marcadores positivos a TICs, no es posible asegurar que esa poblacion corresponde
realmente a este pequefio subgrupo. Se sugiere utilizar otros marcadores de CSC

para comprobar si existe este subgrupo dentro de las lineas celulares trabajadas.

Los experimentos realizados en este trabajo de investigacion nos permiten concluir
que los compuestos estudiados tienen una accion citotdxica sobre las lineas
celulares tumorales, esta accidén es dependiente del tiempo al que estan expuestas

las células y de la concentracién del compuesto.

El compuesto Gentisico-TPP*C10 tiene una accion sobre el potencial de
transmembrana mitocondrial y con una disminucién en el contenido de ATP
intracelular. A diferencia de Galico-TPP*C10, que también se esperaba un efecto
en el potencial de transmembrana, pero que si hubo una disminucién del contenido
de ATP intracelular. Ambas moléculas tienen un efecto que altera la bioenergética
mitocondrial conduciendo a las células a un estrés metabdlico conducente a la

muerte celular.

Doxiciclina a diferencia de las moléculas mencionadas anteriormente, no conduce
a una alteraciobn del potencial de transmembrana, ni tampoco existi6 una
disminucién del ATP intracelular bajo nuestras condiciones experimentales, lo cual

es indicativo que doxiciclina tiene un mecanismo de accion distinto a los DLCs.

Si bien en nuestros experimentos de medicion de ATP, medicién de potencial de
transmembrana y marcadores de TICs, las células cultivadas en hipoxia no
presentaron diferencias con células de normoxia, en algunos experimentos de
viabilidad celular si existi6 una diferencia en las concentraciones usadas
generalmente con un ICso més alto para células de hipoxia. A pesar de esto se debe
comprobar la existencia de diferencias entre ambas poblaciones a través de

marcadores de hipoxia.
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Las combinaciones de Galico-TPP*C10 y doxiciclina / Gentisico-TPP*C10 y
doxiciclina son prometedoras, ya que se observa el efecto de sinergia en un
porcentaje considerable de cruces de concentraciones realizadas, incluso con
valores inferiores a los ICso de cada compuesto utilizado. Se propone esta estrategia
combinada basada en el blogueo (con doxiciclina) de la respuesta adaptativa
inducida por inhibicién bioenergética mitocondrial (causada por los DLCs). Es por
esto que es importante seguir estudiando estas combinaciones en otros modelos
como en 3D in vitro o modelo in vivo para establecer si este tratamiento es una

estrategia candidata valiosa para la lucha contra el cancer de pulmon.
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