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RESUMEN

Las células normalmente utilizan la fosforilacion oxidativa para metabolizar la glucosa,
cambiando al fenotipo glicolitico solo en condiciones hipoxicas o andxicas. Sin
embargo, las células de cancer metabolizan la glucosa a través de la sobreregulacion de
la glicolisis para sobrevivir en los ambientes hipoxicos de las lesiones malignas,
fendmeno conocido como efecto Warburg, el cual ofrece ventajas al crecimiento tumoral
mediante la resistencia a la apoptosis. Esta caracteristica Unica en el metabolismo
tumoral ha identificado a la mitocondria como un organelo blanco en la terapia tumoral.
Por otro lado, el dicloroacetato (DCA) es un metabolito empleado desde 1969, en el
tratamiento de la acidosis lactica y enfermedades mitocondriales congénitas, revirtiendo
el fenotipo glicolitico restaurando la fosforilacion oxidativa e induciendo la muerte de
las células tumorales. In vitro, diferentes lineas celulares de cancer fueron tratadas con
DCA-Na (0-750mM/mL). La viabilidad celular, induccion de senescencia y apoptosis
fue evaluada por MTT, deteccion de -galactosidasa, naranja de acridina-bromuro de
etidio y TUNEL, respectivamente. La actividad glicolitica fue medida por la
determinacion de LDH, PKA-AMPc, GAPDH usando ensayos colorimétricos y RT-
PCR, la capacidad angiogénica fue determinada por la union de HIF-1lo al DNA
(ELISA), invasion (Camara de Matrigel) y formacién de estructuras pro-angiogénicas
(solucién de calceina). In vivo, ratones C57BL/6 fueron inoculados con 5x10° células
B16F10, tratados con DCA-Na (500 mg/kg), dos veces/dia via intraperitoneal.
Determinando la sobrevivencia, mortalidad, peso corporal, peso-volumen tumoral y
metastasis. A pesar de que todas las lineas celulares de cancer fueron afectadas por el
tratamiento con DCA-Na, la linea celular B16F10 fue la mas sensible al tratamiento,
disminuyendo la viabilidad celular, induciendo muerte celular por apoptosis, afectando
diferentes vias metabolicas (LDH, PKA-AMPc, HIF y GAPDH), capacidad de invasion
y angiogenesis. In vivo, el tratamiento con DCA-Na indujo un 20% de sobrevivencia,
disminuyendo el peso-volumen tumoral, sin afectar el peso corporal y evito la metéstasis
en los ratones C57BL/6 inoculados con células de melanoma murino B16F10. Los

hallazgos patologicos mostraron una disminucion de las mitosis atipicas en los tumores

XiX



provenientes de ratones tratados con DCA-Na en comparacion con el control. Los
resultados indican que el DCA-Na es un buen candidato como nuevo agente en el
tratamiento del cancer debido a sus propiedades antitumorales in vitro e in vivo, sin

embargo mas estudios deben realizarse para determinar su empleo en este campo.
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ABSTRACT

Normal cells typically use mitochondrial oxidative phosphorylation to metabolize
glucose and switch over to glycolysis only in hypoxic or anoxic environment. However,
cancer cells avidly consume glucose for energy by glycolysis to survive in the hypoxic
environment of malignant lesions, a phenomenon known as the Warburg effect, the
glycolytic phenotype offers growth advantages to cancer cells by resisting apoptosis.
This unique metabolic characteristic of cancer cells has identified the mitochondrion as a
target for cancer therapy. Dichloroacetate (DCA) is a metabolite used since 1969, in the
treatment of lactic acidosis and inherited mitochondrial diseases, reversing the glycolytic
phenotype restoring oxidative phosphorylation, inducing death tumor cells. In vitro,
different cancer cells were treated with DCA-Na (0-750mM/mL). Cell viability,
induction of senescence and apoptosis were evaluated by MTT, detection of f-
galactosidase, acridine orange-ethidium bromide and TUNEL assays. The glycolytic
activity was measured by determination of LDH, cAMP-PKA, GAPDH using
colorimetric assays and RT-PCR, the angiogenic capacity was determined by DNA
binding-activity of HIF-1la (ELISA), invasion (Matrigel Chamber) and angiogenic
structure formation (Calcein AM Solution). In vivo, C57BL/6 mice were inoculated with
5x10° B16F10 cells, treated intraperitoneally daily with DCA-Na twice at day (500
mg/kg). Death and survival percent, body weight, tumoral weight-volume and metastasis
were determined. Despite that all cancer cell lines were affected for the treatment with
DCA-Na, the B16F10 cell line was the most sensitive to the treatment, decreased the
cellular viability, induced cellular death by apoptosis, affecting different metabolic
pathways (LDH, PKA/AMPc, HIF, and GAPDH), decreased the capacity of cellular
invasion and angiogenesis. In vivo the DCA-Na treatment induced 20% survival and
decreased the tumoral volume and weight, without affect the body weight and avoid
metastasis in C57BL/6 mice inoculated with B16F10 cells. Pathologic findings showed
a decreased of atypical mitosis in tumors compared with controls. DCA-Na is a good
candidate as a new agent in the treatment of cancer due to its antitumoral properties in

vitro and in vivo, but more studies should be conducted to determine its use in this field.
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. INTRODUCCION

Actualmente, el cancer es causante de 7,9 millones de defunciones, equivalente a el
13.1% de muertes en el mundo (OMS, 2008). Segun la OMS, se prevé que la tasa de
morbilidad continlle aumentando en los proximos afios alcanzando en el afio 2015,
alrededor de 15 millones de nuevos casos, estimandose alcanzar una cifra de 9 millones
de defunciones. En la actualidad existen en el mundo mas de 24,6 millones de personas

con este padecimiento.

Su etiologia es multifactorial, resultado de alteraciones en la regulacién del ciclo celular,
pérdida del control de los mecanismos de replicacion y reparacion del DNA provocada
por la exposicién prolongada a agentes quimicos, fisicos y bioldgicos, dando origen a la
transformacion maligna, esto conduce a la generacidn de alteraciones metabolicas como
el incremento en la captacion de glucosa y reduccién de la fosforilacion oxidativa, hecho
que dirige a las células de cancer a la generacion de ATP a través de la sobreregulacion
y dependencia de la glicélisis aln en presencia de oxigeno (efecto Warburg), propiedad
unica de muchos tipos de canceres dando lugar a la activacion de mdltiples vias de
sefializacion oncogénica, respuestas adaptativas hacia el microambiente hipdxico y
disfunciones mitocondriales (Gatenby y Gilles, 2004). La glicélisis aerdbica confiere
ventajas al crecimiento tumoral mediante la resistencia apoptoética. Por lo que en la
actualidad, el conocimiento del metabolismo tumoral esta retomando auge en la
generacion de estrategias terapéuticas contra el cancer. Una molécula de interés es el
dicloroacetato de sodio (DCA-Na), es un metabolito pequefio, que tiene la capacidad de
restaurar la actividad mitocondrial, por lo que ha sido empleado en enfermedades
mitocondriales congénitas y acidosis lactica. A la fecha existen estudios in vitro que
demuestran la actividad citotdxica de este compuesto, sin embargo el panel de lineas
celulares utilizadas en los ensayos han sido limitadas y principalmente incluyen: cancer
de pulmon, endometrial y colorectal, ademas de encontrarse protocolos experimentales
en desarrollo. Por lo que el objetivo de este estudio es contribuir en el conocimiento del
efecto del DCA-Na sobre lineas celulares de cancer in vitro diferentes a las previamente

reportadas, enfocandonos sobre la linea celular B16F10 debido a que es apta para el



establecimiento del modelo tumoral murino en la cepa C57BL/6, permitiendo la

evaluacion del efecto sobre el crecimiento tumoral in vivo.



2. HIPOTESIS

El DCA-Na tiene efecto sobre algunos intermediarios de la via glicolitica afectando la
viabilidad de las lineas celulares de c&ncer in vitro y presenta un efecto antitumoral en

un modelo de melanoma murino.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto del dicloroacetato de sodio (DCA-Na) sobre lineas celulares de cancer

in vitro y en un modelo de melanoma murino.

3.2 Objetivos especificos in vitro:

1. Determinar la viabilidad celular relativa (VCR) en lineas celulares de cancer y

macrofagos peritoneales murinos tratadas con DCA-Na.

2. Determinar si el tratamiento con DCA-Na en la linea celular B16F10 conduce a

la senescencia celular.

3. Evaluar si el tratamiento con DCA-Na en la linea celular B16F10 induce

apoptosis 0 necrosis.

4. Determinar la actividad de LDH, PKA dependiente de AMP ciclico y la
expresion del gen GAPDH en la linea celular B16F10 tratada con DCA-Na.

5. Determinar la actividad de union de HIF-1o. al DNA, invasion y angiogénesis en
la linea celular B16F10 tratada con DCA-Na.



3.3 Objetivos especificos in vivo:

Establecer un modelo de melanoma murino en la cepa C57BL/6, inducido por
inoculacion subcutanea de células B16F10.

Determinar el efecto de diferentes dosis de DCA-Na en un modelo de melanoma

murino, evaluando los siguientes parametros: sobrevivencia, mortalidad, peso
corporal, peso-volumen tumoral y metastasis.



4. ANTECEDENTES

El metabolismo energético celular se encuentra regulado a través de la glicdlisis y la
respiracion celular (formacién de acetil coenzima A, ciclo de krebs y la cadena de
transporte de electrones), en condiciones normales, las reacciones catabolicas y
anabolicas de estos procesos generan una ganancia neta de 36 moléculas de adenosin
trifosfato (ATP) por molécula de glucosa que ingresa a la célula, necesarias para la

regulacién de procesos de proliferacion y muerte celular (Robbins y Cotran, 2006).

4.1 Glicolisis

La primera etapa metabolica; es decir la glicolisis, consta de diez reacciones quimicas
que degradan una molécula de glucosa en 2 moléculas de piruvato, produciendo 2
moléculas de NADH y 2 moléculas de ATP, esta via metabolica es independiente de
oxigeno, sin embargo el destino del producto final depende de la disponibilidad de
oxigeno que exista en el microambiente celular. En condiciones normdxicas, el piruvato
es convertido en acetil coenzima A (Acetil CoA), vinculando la glicélisis que ocurre en
el citosol con el ciclo de krebs, que se lleva a cabo en la matriz mitocondrial (Audesirk y
Byers 2003), por el contrario, en condiciones hipoxicas, el piruvato se reduce mediante
la adicion de dos atomos de hidrogeno para formar lactato, el cual es liberado hacia el
espacio extracelular, esta conversion mantiene el balance redox dentro de la célula
regenerando el NAD" (Figura 1), produciéndose altas concentraciones de lactato, patron
metabolico asociado a la transformacion y proliferacion maligna celular, este proceso es
de baja eficiencia energética, en condiciones normales, las células normalmente usan
ambas vias para el consumo de la glucosa pero dependen de la fosforilacion oxidativa,
cambiando a glicdlisis en el momento de la privacién de oxigeno (atletas de alto
rendimiento utilizan esta via para la generacion de ATP) (Figura 2), fendmeno
primeramente observado por Louis Pasteur en 1857, conocido como efecto Pasteur (Xu
et al., 2005).
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Figura 1. Metabolismo de la glucosa. La degradacion de la glucosa es llevada por
etapas, que incluyen la glicélisis, formacion de Acetil CoA, ciclo de krebs y la cadena de

transporte de electrones (Robins y Cotran, 2006).

4.2 Metabolismo tumoral: Glicélisis aerébica

(Efecto Warburg)

En 1929, Otto Warburg observo diferencias metabdlicas entre las células tumorales y las
normales, encontrando que en tejido no tumoral, el 90% del ATP es generado a partir de
la fosforilacidn oxidativa produciendo 36 moléculas de ATP/molécula de glucosa, y solo
utiliza un 10% generado por la glicolisis. Sin embargo, el medio hipdxico dentro de la
masa tumoral limita la disponibilidad de oxigeno para uso en la respiracion
mitocondrial, obligando a las células tumorales a sobreregular la via glicolitica como
principal ruta de produccién energética, Warburg encontr6 que los tumores producian
solo el 50% de ATP a partir de la fosforilacion oxidativa y un 50% mediante la
glicolisis, generando una ganancia neta de ~4 moléculas de ATP/molécula de glucosa,
esto denominado glicolisis aerdbica o efecto Warburg, comparado con las 2 moléculas
de ATP/molécula de glucosa que se producen el la glicolisis anaerdbica (Figura 2). Esta

investigacion le otorgo el premio Nobel en medicina en 1931, donde concluyo que las



celulas tumorales a diferencia de las normales, mostraban un incremento en la captacion
de glucosa y una dependencia de la glicélisis a pesar de una fuente disponible de
oxigeno (aerdbica), asegurando los niveles necesarios de ATP, disponibles para la

demanda de las células tumorales en rapida proliferacion (Zhou et al., 2010).
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Figura 2. Representacion esquematica de las diferencias entre fosforilacion
oxidativa, glicolisis anaerdbica y glicolisis aerobica (efecto Warburg). La glicélisis
aerdbica es menos eficiente que la fosforilacion oxidativa para generar ATP (Vander et
al., 2009).

Dafios en el funcionamiento mitocondrial e hipoxia en el microambiente tumoral son
considerados los dos principales factores que contribuyen al efecto Warburg (Chen et
al., 2009). Si el incremento de la actividad glicolitica en las células tumorales es debido
a alteraciones metabdlicas o al medio hipoxico en los tejidos tumorales aln permanece
controversial (Xu et al., 2005). No esta claro como el aumento de un proceso menos
eficiente proporciona ventajas al crecimiento tumoral, sin embargo; se han hipotetizado
algunas razones por las cuales las células tumorales prefieren la glicolisis como su

principal via productora energética, entre las que destacan: 1) la disminucién de la



generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) derivadas de la fosforilacion
oxidativa, lo cual induce senescencia celular y/o apoptosis, 2) provee un rapido
suplemento de NADH, esencial para la biosintesis de novo de macromoléculas
necesarias para la proliferacion e invasion celular (Williams et al., 1988; Gatenby et al.,
2004; Nature Reviews Cancer, 2004), 3) la sobre regulacién de la glicélisis resulta en un
incremento de lactato, lo cual se pensaria que podria causar una toxicidad significativa
en los tejidos, sin embrago esta acumulacion facilita el crecimiento tumoral mediante la
rotura de la matriz extracelular, debido a la disminucion en el pH, permitiendo la
expansion e incremento en la movilidad celular y potencial metastatico (Gatenby y
Gillies, 2004).

4.2.1 Glicélisis aerdbica asociada a la resistencia tumoral

Numerosos estudios han demostrado que alteraciones tanto en el metabolismo de la
glucosa y la proliferacion celular estdn frecuentemente asociadas a mutaciones
especificas en oncogenes, genes supresores de tumores y enzimas involucradas en la
glicolisis, lo que sugiere vinculos entre los sensores metabdlicos, muerte celular y
transcripcion genética. Por ejemplo, la activacién de hexoquinasa conduce a una
significante supresion de la apoptosis; la hexoquinasa activada transloca desde el
citoplasma hacia la membrana mitocondrial donde interactta y suprime varios
componentes clave de la apoptosis dependiente de la mitocondria. Lo que no es de
extrafar que la hexoquinasa esta sobreregulada y activada en muchos canceres. Esto
debido a que el promotor de hexoquinasa contiene elementos de respuesta para p53 y
HIF ambos mutados y esto incrementa su expresion. Ademas la proteina oncogénica Akt
esta sobreregulada en muchos canceres, e incrementa la expresion y la actividad de la
hexoquinasa (Figura 3). El gen que normalmente antagoniza a Akt, PTEN, se encuentra

mutado en un gran numero de canceres (Michelakis et al., 2008).
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Figura 3. Reguladores de la via glicolitica. Enzimas glicoliticas son activadas por
factores transcripcionales tales como c-Myc y HIF-1. Ras, Akt, AMPK se activan por
enzimas glicoliticas. P53 interfiere la actividad de HK y PGM, mientras PAK1 inactiva a
PGM (Gonzales et al., 2007).

La activacion de los oncogenes c-Myc y Ras, o la pérdida de supresores tumorales como
p53, fumarato hidrolasa (FH) y VHL (Von Hippel Lindau) pueden cambiar la
produccién de energia por la mitocondria hacia un equilibrio mas glicolitico (Figura 3).
pVHL regula proteoliticamente a HIF-1a, dependiendo de las concentraciones de
oxigeno disponibles en el microambiente celular, en presencia de oxigeno, dos sitios de
prolina dentro del dominio central son hidroxilados por enzimas prolina-oxidasas,
conduciendo a la degradacion de HIF-1a a traves del complejo ubiquitina-proteasoma
(Sun et al., 2009). Gatenby y Gilles (2004) propusieron que la carcinogénesis prematura
frecuentemente produce un microambiente hipoxico, en estas condiciones, HIF es

activado y es translocado al ndcleo (Figura 4).
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Figura 4. Regulacion de la activacion de HIF. En microambientes hipdxicos se activa
el factor transcripcional HIF, lo que conduce a la activacion de genes involucrados en la
angiogeénesis (Kaelin et al., 2003).

La translocacion de HIF activa la transcripciéon de genes transportadores de glucosa y
enzimas requeridas por la glicdlisis, tal es el caso de la enzima multifuncional
gliceraldehido 3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) considerada un gen constitutivo, sin
embargo en diferentes lineas celulares de cancer se ha encontrado una sobreexpresion
(Said et al., 2009). Por lo que en la actualidad se han investigado algunos inhibidores
enzimaticos de la glicdlisis como el iodoacetato (11A) y el acido pirtvico anélogo a 3
bromopiruvato (BrPA), el cual conduce a la piruvilacion de GAPDH y apoptosis por
activacion de caspasa 3, en lineas celulares de céancer pancreatico (Bhardawaj et al.,
2010; Ganapathy-Kanniappan, et al; 2009). GAPDH es regulado por diversos factores
como el Ca**, insulina y principalmente por microambientes hipéxicos conduciendo a la
activacion de HIF-1 el cual regula la expresion de genes asociados al metabolismo
energético, proliferacion, sobrevivencia, invasion, angiogénesis (Figura 4) (Xu et al.,
2005), conduciendo a un aumento de la vascularizacion tumoral y disminuyendo

momentaneamente la hipoxia, sin embargo los nuevos vasos sanguineos forman un
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cuello de botella que limitan el suministro de oxigeno al tumor en crecimiento, causando
desequilibrio y produciendo hipoxia, persistiendo el perfil de la glicélisis aerobica,
principalmente en el centro tumoral porque la calidad de la formacion de neovasos es

pobre, confiriendo ventajas al crecimiento tumoral.

Trabajos recientes han demostrado que no solo HIF-1o incrementa la glicdlisis, sino que
disminuye las funciones mitocondriales a fin de reducir la demanda metabdlica de

oxigeno en los tejidos (Chen et al., 2009).

A su vez, HIF-1a regula la interconversion de piruvato a lactato a través del complejo
piruvato deshidrogenasa (PDH) y mediante la sobreexpresion de LDH (Figura 3).
Primeramente, HIF-1a induce la expresion de piruvato deshidrogenasa kinasa (PDK),
una puerta de mantenimiento que regula el flujo del piruvato en la mitocondria. En
presencia de PDK activada, PDH es inhibida, limitando la entrada de piruvato hacia la
mitocondria, donde tiene lugar la fosforilacion oxidativa. En otras palabras, la PDK

activa promueve la glicolisis y la produccién de lactato (Figura 7) (Chen et al., 2009).

LDH esta constituido por 2 subunidades codificados por 2 genes separados, LDH-A 'y
LDH-B, estas dos subunidades se asocian a cinco diferentes isoformas de LDH
tetramérica: LDH1 (LDH-B4), LDH2 (LDH-B3A1), LDH3 (LDH-B2A2), LDH4 (LDH-
B1A3), y LDH5 (LDH-A4). LDH1 es efectiva en la conversion de lactato hacia
piruvato, mientras que LDH5 es efectiva en la conversion de piruvato hacia lactato. La
observacion de que HIF-1a incrementa la fermentacion es probablemente mediada por
la induccion de LDH-A. LDH-A es sobreregulada no solo por HIF y c-Myc a nivel
transcripcional (Figura 5) sino también por la proteina kinasa A (PKA), cuya activacion
depende del incremento en la concentracion de AMP ciclico (Figura 6), este activa la
transcripcion de genes diana especificos que contienen una secuencia reguladora
denominada elemento de respuesta a AMPc o CRE, en este caso la sefial desde el
citoplasma al nucleo lleva la subunidad catalitica de la PKA, que es capaz de entrar al
nucleo tras su desacoplamiento de la subunidad reguladora. En el nucleo, PKA fosforila
a CREB (proteina de union a CRE), desempefiando un papel importante en el control de
la proliferacion, la supervivencia y la diferenciacion, algunos de sus genes blanco, son
P21, P29, ciclina D3 que estan involucrados en esta regulacion.
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Figura 5. Sitios de unién del factor de transcripcion dentro del promotor proximal
del gen que codifica a LDH-A (Gonzales et al., 2007).
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Figura 6. Activacion de PKA dependiente de AMP ciclico. PKA consta de dos
subunidades: reguladora (R) y catalitica (C), el AMP ciclico se une a las subunidades
reguladoras provocando la disociacion de las subunidades cataliticas (Tsang et al.,
2010).

La nocién de que LDH-A puede regular el crecimiento tumoral es sugerida por estudios
en donde LDH-A se encuentra sobreexpresada en cancer de pulmon de células no
pequefias (NSCLC) y en cancer colorectal vinculado con la hipoxia tumoral y
produccién de factores angiogénicos. El incremento de la expresion de LDH-A también
resulta en un incremento extracelular en la acidez porque la expulsion de lactato es
acompariada por el transporte de protones por los transportadores de monocarboxilato
(MCTs). En un estudio por Seth (2011), mediante RNA de interferencia se establecieron
lineas celulares con baja expresion de LDH-A, en comparacion a las lineas celulares
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control, las lineas celulares deficientes de LDH-A se mantuvieron proliferando
lentamente bajo condiciones normoxicas, esto sin encontrar diferencias significativas en
la generacion de ATP entre las lineas deficientes y en el control, sugiriendo que ambas
tienen la capacidad funcional para generar ATP en condiciones normoxicas o0 que otra
isoforma de LDH es suficiente para compensar la deficiencia de LDH-A. Las células
deficientes de LDH-A incrementaron el consumo de oxigeno, resultando en un
incremento de la generacion de ROS, ocasionando un incremento en el flujo de la
cadena de transporte de electrones e incapacidad de transportar eficientemente
electrones de un complejo a otro (Figura 7). Sin embargo, el patron de crecimiento fue
severamente limitado en condiciones de hipoxia con apreciable disminucién de ATP en
las células deficientes de LDH-A comparadas con el control. Esta es una observacion
clave puesto que indica que la inhibicion de LDH-A es mas eficiente bajo condiciones
hipoxicas porque las células estdn bajo glicOlisis aerdbica. Por lo tanto, existe la
hipotesis de que las células madre de cancer que suelen segregarse en nichos hipdxicos,
no son afectadas por la quimioterapia, pudiendo ser sensibles a la terapia de inhibicién
de LDH-A (Seth et al., 2011).
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Figura 7. Diferencia entre la glicolisis y la oxidacion de la glucosa. En la glicolisis, la
activacion de HIF activa a PDK inhibiendo a PDH, resultando en una resistencia
apoptotica. Por el contrario, en la oxidaciéon de la glucosa, al inhibir LDH mediante
SiRNA conduce a la abertura de MTP’s y liberacion de proteinas pro-apoptoticas (Xie et
al., 2011).
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Se ha documentado mediante pruebas in silico, que el bloqueo de LDH-A resulta en la
disminucion de enzimas glicoliticas, causando una reduccién del crecimiento tumoral,
comparado con el incremento de la actividad de LDH que conduce al incremento de la
actividad de la glicolisis, por lo que se ha propuesto que la produccion de lactato es una
condicion necesaria para la transformacion de las células tumorales a través del efecto
Warburg (Resendis et al., 2010; Seth et al., 2011). Muchas de las drogas en el
tratamiento del cancer causan toxicidad en tejidos no malignos, en parte porque sus
blancos son expresados también en esos tejidos. La inhibicion de LDH-A es un atractivo
blanco en la terapia contra el cancer, porque su expresion se encuentra en gran parte
limitada hacia el musculo esquelético. Ademas, humanos con deficiencia en LDH-A
muestran un fenotipo normal y exhiben mioglobinuria bajo intenso ejercicio anaeroébico.
La inhibicién de LDH-A puede ser méas adecuada en combinacion con otros regimenes
quimioterapéuticos porque la actual terapia es insuficiente en regiones hipoxicas que
pueden esconder a las células madre tumorales. De este modo, el desarrollo de
inhibidores de LDH-A hace eminente el sentido de tratamientos potenciales operando
mediante el efecto Warburg, ya que este efecto opera en un 60-80% de los tipos
tumorales (Seth et al., 2011).

Todo lo anterior sugiere que la remodelacion metabolica (inicialmente adaptativa)
confiere ventajas de supervivencia en las células cancerosas (Michelakis et al., 2008).
Una teoria de la evolucion sobre la carcinogénesis identifica a la glicolisis como un
mecanismo adaptativo critico y principio de las células cancerosas contra la hipoxia, que
persiste porque esto ofrece resistencia hacia la apoptosis. Por lo tanto, es posible que
este fenotipo metabolico juegue un papel central en la patogénesis del cancer y no es

solamente un subproducto de la carcinogénesis.

4.2.2 Mitocondria y apoptosis

La mitocondria juega un papel central en la homeostasis celular, cuyas funciones

principales son la ejecucién de la muerte celular, sefialamiento intracelular por Ca®*y
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generacion de especies de oxigeno reactivas (ROS). En respuesta a diferentes tipos de
estimulos (sefializacion de muerte, deprivacion de factores tropicos, dafio al DNA,
isquemia, quimicos o estrés metabdlico), la mitocondria libera mediadores pro-
apoptoticos, como el citocromo ¢ y el factor inductor de apoptosis (AIF), que se
encuentran protegidos en el interior de la mitocondria. Cuando los poros de transicion
mitocondriales (MTP) se abren, estas proteinas son liberadas hacia el citoplasma e
inducen apoptosis, la despolarizacion mitocondrial y el incremento de ROS estan
asociados con la abertura de los MTP’s. El potencial de membrana mitocondrial y la
produccion de ROS dependen del flujo de electrones en la cadena de transporte de
electrones, que ha su vez dependen de la produccién de donadores de electrones
(NADH, FADHy,) provenientes del ciclo de krebs.

Las mitocondrias también pueden afectar de manera intermedia la proliferacion y
apoptosis, mediante la regulacién del Ca®* intracelular, su incremento esta asociado al
incremento de la proliferacion y activacion de factores de transcripcion. También, la
mitocondria produce superdxido que puede ser dismutado a H,O,, a través de
superoxido dismutasa de manganeso y difundirse libremente, activando los canales de la
membrana plasmética de K*, regulando asi el flujo de Ca®* y la actividad de caspasas
(Figura 8) (Michelakis et al., 2008).
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Figura 8. Apoptosis dependiente de la mitocondria. La abertura de MTP’s generados
por quimicos, radiacion, ROS conducen a la activacion de caspasas causando la muerte

celular por apoptosis (Szewczyk et al., 2002).
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Recientes descubrimientos, han demostrado que el cancer genera diferencias tejido-
especifico en los marcadores del metabolismo energético, ademas la limitacion de la
actividad bioenergética de la mitocondria es un evento requerido para la progresion

tumoral (Sanchez-Arago et al., 2010).

Por lo que las diferencias en la bioenergetica entre las células tumorales y las normales,
pueden ofrecer blancos terapéuticos (Xie J et al., 2011). En primera instancia, pareceria
que una posibilidad de generar muerte selectiva de las células de cancer es inhibir la
glicolisis, es importante aclarar, que simplemente inhibir la glicolisis, puede no fomentar
la entrada de piruvato hacia la mitocondria, ademas de generar toxicidad en varios
tejidos no cancerosos que dependen de la glicélisis, por ejemplo en el musculo
esquelético, durante el ejercicio extenuante, se ha demostrado que al inhibir la glicolisis

se disminuye la produccion de ATP (Xu et al., 2005).

La estrategia seria acoplar la glic6lisis hacia la fosforilacion oxidativa, una de las formas
propuestas, es mediante la activacién de PDH, o inhibicion de LDH, dirigiendo el
piruvato hacia la mitocondria potenciando la fosforilacion oxidativa. Esta hipotesis
también es apoyada por la reciente publicacién en donde la inhibicion de LDH (por
siRNA), promueve la transferencia de piruvato hacia la mitocondria, promoviendo
apoptosis y disminucién en los tumores in vitro y en xenotransplantes de ratones (Fantin
et al., 2006). Por lo que el desarrollo de farmacos en oncologia se ha centrado en blancos
esenciales para la supervivencia de todas las células en division, puesto que los blancos
no esenciales ofrecen méas selectividad pero poca eficacia, debido a que es muy raro
encontrar un blanco unico en las células tumorales. La raz6n mas importante para el
pobre desempefio de los medicamentos contra el cancer es la heterogeneidad molecular e
histologica en un mismo tumor y la capacidad de adaptacion de las células cancerosas.
Esto tiene implicaciones importantes, como la constatacion de que los farmacos
especificos tienen que ser desarrollados y probados molecularmente en tumores
definidos y no necesariamente tienen que ser relevantes para otro tipo de cancer
(Michelakis et al., 2008).
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4.3 Dicloroacetato de sodio (DCA-Na)

Actualmente, existe evidencia de que la restauracion de la funcion mitocondrial podria
ser un objetivo primario en la terapéutica contra el cancer, una terapia ideal contra el
cancer seria la administracion oral de una molécula pequefia (Michelakis et al., 2008).
Una droga que se ha demostrado que aumenta la actividad mitocondrial es el acido
dicloroacetico o dicloroacetato (DCA), la cual es una molécula pequefia de 150 Da, su
férmula molecular es C,HCI,NaO, (Figura 9) generalmente sus sales pueden incluir los
iones del metal alcalino tales como sodio, potasio, calcio y magnesio (Figura 9). Sin
embargo, farmacéuticamente, las sales aceptables con citotoxicidad celular minima son

las formulaciones de sodio (Michelakis et al., 2009).
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C| X = Na, K+, CH3 or OH

Figura 9. Estructura quimica del DCA-Na (Stacpoole et al., 1989).

4.3.1 Farmacologia clinica

El DCA es un metabolito de varios solventes organicos clorinados (Boorman et al.,
1999; Chen et al., 1998; Uden et al.,, 1983) a los que el humano se encuentra
cronicamente expuesto, las fuentes en el medio ambiente del DCA incluyen el consumo
de agua clorinada, contaminacion de mantos acuiferos por ciertos solventes industriales

y otros precursores clorinados.

El DCA es un metabolito de la biotransformacion de varios productos farmacéuticos
utilizado en la medicina por méas de 30 afios, administrado oral e intravenosamente en
rangos de 25 a 100 mg/kg diariamente, en procesos clinicos como acidosis lactica
congénita,  sepsis, quemaduras, diabetes, hipercolesterolemia,  desordenes

cardiovasculares y metabolicos (Stacpoole et al., 1998).
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4.3.2 Cinética, absorcién y eliminacién

ElI DCA es rapidamente absorbido por el tracto gastrointestinal. Después de la
administracion oral del DCA radiomarcado en ratas y ratones; se determiné alrededor de
un 10-15% del DCA marcado en los tejidos evaluados (rifidn, tejido adiposo, estbmago,
testiculo, pulmén, bazo, corazon, cerebro y vejiga), mientras que a las 48 horas se
encontré solo alrededor del 1-2% de la dosis original administrada, indicando una

completa absorcion (Environmental Protection Agency (EPA), 2003).

Las tazas de eliminacién del plasma para el DCA pueden variar sustancialmente entre
especies. Después de una dosis oral de aproximadamente 50 mg/kg en humanos, la vida
media en plasma del DCA fue de 0.5 a 2 h, con menos del 1% de los compuestos
relacionados excretados en la orina. En un estudio realizado en ratas y humanos se
determino que la edad es un factor determinante en la eliminacion del DCA a través del
plasma después de una exposicion cronica, encontrando que en humanos con tratamiento
continuo durante 6 meses a una concentracion de 25 mg/kg diariamente, la vida media
del DCA fue de 6.4 (x2.4) h en el grupo pediatrico y 21 (£5.8) h en los individuos
adultos. La eliminacion total del DCA fue 4 veces mas bajo en los adultos que en los
nifios (3714 vs 8.3+4.6 mL/h). Resultados similares fueron encontrados en ratas en
donde las ratas jovenes eliminaban méas rapidamente el DCA que las ratas adultas
(Shroads et al., 2008).

Aunque Lukas (1980), encontré que en ratas la eliminacion del DCA en sangre tiene una
vida media de 2.0-4.4 h después de la inyeccion intravenosa de 100 mg/kg; la
eliminacion de la forma radiomarcada de los metabolitos ingeridos del DCA toman
mucho mas tiempo (21-36 h). En perros la eliminacion del DCA en sangre tiene una taza
mucho mas lenta. Después de la inyeccion de 100 mg/kg del DCA, Lukas (1980)
encontré que los niveles iniciales del DCA en sangre en dos perros fueron de
aproximadamente el doble de los obtenidos en ratas. Las concentraciones del DCA caen
de sus niveles, a la mitad de la concentracion entre las 6 y 24 h, con una vida media

estimada entre 17.1 a 24.6 h. En humanos, aproximadamente el 20% del DCA se une a
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las proteinas plasmaticas dentro de los primeros 15 a 30 minutos después de la
administracion oral. La primera dosis se elimina del plasma con mayor rapidez que las

dosis posteriores, aunque el mecanismo de este efecto es desconocido.

La vida media del DCA en el plasma humano, se ha encontrado que incrementa de 63.3
minutos a un promedio de 374 minutos, después de una quinta serie de dosis de 50
mg/kg administrada intravenosamente, mientras que en otro estudio en adultos sanos a
los cuales se les administraron diariamente 25 mg/kg durante cinco dias, la vida media
incremento alrededor de ocho veces en el quinto dia comparado con la primera dosis
(1.09 h vs 8.03 h). No esta claro la importancia cuantitativa de las rutas metabolicas que
influencian en la repeticion de la administracion del DCA. Es posible que otros
intermediarios reactivos del DCA se activen tras su administracion prolongada
(Stacpoole et al., 1998).

4.3.3 Efectos sobre el metabolismo

A partir de los primeros estudios desarrollados por Stacpoole en 1969, se han realizado
ensayos aleatorios en pacientes con acidosis lactica principalmente por causa
hemodinamica generando hipoxia histica, como ocurre en la insuficiencia cardiaca,
shock cardiogénico y séptico, asi como en enfermedades congénitas mitocondriales han
sido tratados con el DCA en dosis de 12.5 a 100 mg/kg™dia™ via oral o intravenosa
(Stacpoole et al., 2003), obteniendo cambios metabdlicos favoreciendo la disminucién

de los niveles de lactato sin alterar la enfermedad primaria.

Kaufmann (2006), realizo un estudio administrando oralmente el DCA en concentracion
de 25 mg/kg dia en 30 pacientes con el sindrome de MELAS. Los resultados
demostraron que cada 4 de 15 pacientes desarrollaron sintomas de neuropatia periférica,
sin embargo; la mayoria de los pacientes mostraban una resolucion parcial de los

sintomas después de 9 meses de la suspension del tratamiento con DCA. La
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neurotoxicidad presentaba polineuropatia axonal sensitivo-motora sin desmielinizacion y

no se reportaron otras toxicidades (Kaufmann et al., 2006).

Un estudio desarrollado por Kaufmann et al (2006), revelo que solo 1 de 21 nifios con
acidosis lactica tratados con DCA via oral a una concentracion de 25 mg/kg diariamente
por 6 meses, desarrollo neuropatia periférica, demostrando que la administracion de

DCA es bien tolerada en nifios con enfermedades mitocondriales.

Recientemente un ensayo aleatorio, evaluo el efecto de la administracion del DCA via
oral en una dosis de 12.5 mg/kg dos veces al dia en adolescentes y adultos que
presentaban la mutacion puntual A3243G en el DNA mitocondrial que da lugar al
sindrome MELAS. Sin embargo, este estudio fue interrumpido prematuramente debido a
una alta incidencia de neuropatia periférica con el DCA en comparacion con la

administracion de placebo.

La alta incidencia de neuropatia en adultos con MELAS puede representar una
complicacion intrinseca dependiente de la edad. La neuropatia periférica es una
complicacién frecuente de las terapias con taxanos, platino y alcaloides, y su aparicion
puede depender si los pacientes con cancer tienen precedentes de terapia neurotoxica
(Stacpoole et al., 2008).

Estos estudios han contribuido en el conocimiento acerca del mecanismo de accion
celular del DCA, siendo el complejo enzimético piruvato deshidrogenasa (PDH) el sitio
de regulacion principal, localizado en la membrana interna mitocondrial. La PDH
cataliza la descarboxilacion reversible del piruvato producido en la glicdlisis, hacia
acetil coenzima A (Acetil CoA) paso limitante en la oxidacion aer6bica de la glucosa,

piruvato y lactato (Figura 10).
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Figura 10. Formacion de Acetil CoA. EIl piruvato es descarboxilado mediante PDH
formando Acetil CoA, la cual entra al ciclo de krebs, prosiguiendo con las reacciones

mitocondriales para la ganancia neta de 36-38 moléculas de ATP (King W. 1996).

La PDH se encuentra bajo una modulacion transcripcional debido a la fosforilacion
reversible, mediada por las enzimas piruvato deshidrogenasa kinasa (PDK) y piruvato
deshidrogenasa fosfatasa (PDP). La PDK fosforila sobre la subunidad Elo de PDH
(PDHElw) en tres sitios: Ser232, Ser293 y Ser300 (Rardin et al., 2009), inactivando a
PDH, mientras que la PDP desfosforila el complejo restaurando la actividad catalitica,
esta regulacion genera una desviacion celular hacia la via anabdlica favoreciendo la

oxidacion de otras fuentes energéticas (Figura 11) (Stacpoole et al., 1989).
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Figura 11. Regulacion de la actividad del complejo PDH mediante fosforilacion
(King W. et al., 1996).
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El DCA en concentraciones de 10 a 250 pM 6 0.15-3,75 pg mL™ es un inhibidor de las
cuatro isoenzimas de PDK (1-4) (Stacpoole et al., 1989), esta inhibicion de PDK cambia
el metabolismo a la oxidacion aerdbica. Estudios en pacientes tratados con DCA,
administrado a dosis de 35-50 mg/kg™, revelaron una disminucién en los niveles de
lactato en mas de un 60%, incrementando la activacion de PDH de 3-6 veces (Howlett et
al., 1999; Parolin et al., 2000). Esto ocurre a los pocos minutos después de su
administracion oral o parenteral del DCA, el cual es rapidamente transportado a través
de las membranas celulares via transportador monocarboxilato y es concentrado en la
mitocondria (Seth et al., 2011). EI DCA es deshalogenado a glioxilato en roedores y
humanos por las isoformas £ de la familia 1, de la glutation S transferasa (GSTZ1). Esta
enzima es idéntica a la isomerasa maleilacetoacetato (MAAI), la cual cataliza el
penultimo paso en el catabolismo de la fenilalanina y tirosina. La administracion a corto
plazo de dosis en mg/kg del DCA en ratas 0 humanos conduce a una disminucion en la
actividad y expresion de GSTC1/MAA, para la inhibicion de su propia eliminacion y
taza de biotransformacion y a la acumulacion de metabolitos de tirosina potencialmente
neurotoxicas y hepatotoxicas, tales como la maleilacetona y succinilacetona (Stacpoole
et al., 1989).

4.3.4 Estudios in vitro

A la fecha, los efectos del DCA han sido estudiados en un numero limitado de lineas
celulares de cancer y la comprension de los mecanismos alternativos a la apoptosis

regulados por el DCA son deficientes.

Las investigaciones han demostrado que el DCA en concentraciones de 10-50 mM,
disminuye la viabilidad de lineas celulares de cancer de endometrio, mama y pulmon.
(Bonnet et al., 2007; Wong et al., 2008; Sun et al., 2009), sin afectar significativamente
la viabilidad de las células normales MRC-5 (fibroblastos normales de pulmén), 293 y
HB2 (células epiteliales) (Wong et al., 2008; Madhok et al., 2010).
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En diversas investigaciones se ha encontrado que el tratamiento con DCA implica dos
mecanismos sinérgicos: proximal y distal, esto observado en lineas celulares de cancer
endometrial (AN3CA, Ishikawa, SKUT1B, RL95-2, KLE, HEC1A, HEC1B) (Wong et
al., 2008). Las lineas celulares tumorales presentaban una hiperpolarizacion de la
membrana mitocondrial, caracteristica asociada a la resistencia a la apoptosis, debido a
que previene la liberacion de mediadores pro-apoptéticos de la mitocondria al
citoplasma, sin embargo al ser tratadas con DCA, mediante la via proximal
(mitocondrial) causo la inhibicion de PDK vy activacion de PDH, cambiando el
metabolismo de la glicdlisis hacia la oxidacién mitocondrial, disminuyendo el potencial
de membrana mitocondrial (despolarizacion), induciendo apoptosis por activacion de
caspasas (Bonnet et al., 2007; Cao et al., 2008; Wong et al., 2008). El efecto y los
mecanismos fundamentales parecen ser dependientes del tipo celular. Una probable
explicacién de estas diferencias en los efectos podria ser las diferencias en la expresion
de las isoenzimas de PDK en las lineas de cancer examinadas. EI DCA es un inhibidor
no especifico de PDK (Whitehouse y Randle, 1973). Ademas, las cuatro isoenzimas de
PDK se sabe que son expresadas diferentemente en varios tejidos y son variables en la
sensibilidad al DCA. PDK1 es encontrada en corazon, islotes de pancreas y musculo
esquelético; PDK2 es expresada en todos los tejidos, PDK3 se expresa en los testiculos,
rifidn y cerebro y PDK4 es abundante en corazon, musculo esquelético, rifion e islotes de
pancreas (Subramanian et al., 2010). Principalmente la isoenzima PDK2 es la mas
sensible al DCA (Michelakis et al., 2008).

En la via distal (NFAT-canal Kv 1.5) la translocacion de ROS dilata los canales idnicos
KV 1.5 de K" en la membrana plasmatica. La expulsion de los iones potasio
hiperpolariza la célula, que impide la entrada de iones Ca®*. En las lineas celulares
AN3CA, Ishikawa, SKUT1B y Hela (cancer cérvico-uterino) el tratamiento con DCA
disminuyo la concentracion intracelular de Ca?*, inhibiendo la activacion de NFAT.
(Wong et al., 2008). En comparacion, las lineas celulares RL95-2 y KLE (tuvieron una
ligera respuesta a la apoptosis por DCA), no demostraron diferencia en los niveles
intracelulares de Ca®* en cualquier concentracion del tratamiento sugiriendo que los
mecanismos NFAT-Kv1.5 no estan involucrados en los mecanismos apoptoticos de estas

lineas, por el contrario, el tratamiento con DCA causo arresto en el ciclo celular de las
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RL95-2 en fase GO/G1, induciendo una sobreexpresion de PUMA, disminuyendo la
expresion de Survivina una proteina que juega un papel critico en la regulacion celular.
Ya que muchos estudios han demostrado una correlacion entre la expresion de Survivina
y el grado del carcinoma endometrial. La transcripciébn de Survivina fue
significativamente disminuida en todas las lineas de cancer endometrial que tuvieron
respuesta al DCA. La transcripcion de PUMA fue incrementada significativamente en
todas lineas que respondieron al DCA. El resultado puede ser indicativo de la
contribucion de la via p53-PUMA en la mitocondria y los canales iénicos Kv. HEC1A y
HEC1B, son lineas altamente invasivas drogo-resistentes y de alto grado tumoral en
comparacion con las otras lineas endometriales, y fueron resistentes al DCA. Ambas
lineas demostraron incremento en la expresion de Survivina, y la expresion de PUMA
no se afecto por el tratamiento con DCA. Estos hallazgos sugieren que estas Ultimas

lineas poseen una baja dependencia sobre la glicdlisis aerdbica (Wong et al., 2008).

Mas recientemente, Madhok et al (2010), demostraron que el tratamiento con DCA en
lineas de cancer de colon, induce arresto celular en la fase G2 independientemente de la
activacion de p53. En contraste con estudios desarrollados por Cao et al (2008) en donde
no se observaron cambios sobre el ciclo celular o generando arresto celular en la fase G1
(Cao et al., 2008; Wong et al., 2008). Sun et al (2009), en su estudio sobre lineas
celulares de cancer de mama encontré que el DCA inhibe la proliferacion de estas
células pero no induce apoptosis o muerte celular. Estos resultados fueron muy
diferentes a los efectos del DCA sobre lo observado en pulmén (Bonnet et al., 2007),
endometrio (Wong et al., 2008) y cancer colorectal (BM Madhok et al., 2010). En las
lineas celulares de cancer colorectal Lovo (altamente invasiva) y HT20 y SW480
(menos invasiva), el tratamiento con DCA causo mayor porcentaje de apoptosis en la
linea Lovo que en las HT20 y SW480. Esto podria tener implicaciones clinicas para el
tratamiento del cancer colorectal, que es altamente invasivo, generador de metastasis y
resistente a la quimioterapia. Shin et al (2009), reportaron que a pesar de que el
tratamiento con 5-FU disminuye la viabilidad en lineas celulares de cancer colorectal, se
genera resistencia al tratamiento debido a la sobreregulacion de la glicdlisis, en contraste
con lo encontrado por BM Madhok et al (2010), en donde el tratamiento con DCA

indujo apoptosis en lineas de cancer colorectal altamente invasivas. Por lo tanto, con la
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finalidad de determinar si la combinacion de los quimioterapéuticos y el DCA, podria
presentar efecto antitumoral sinérgico, investigaciones han documentado sus
observaciones ante esta estrategia. Tong et al (2010), encontré que el DCA tiene efecto
sinérgico con el agente quimioterapéutico 5-FU in vitro en lineas celulares de cancer
colorectal, disminuyendo la proliferacion e induciendo arresto del ciclo celular en fase
G1/S en las celulas de cancer colorectal. La induccion de arresto celular podria resultar
en la capacidad inhibitoria para sintetizar o reparar el DNA, conduciendo a la apoptosis
(Tong et al., 2010).

Dhar et al (2009), elaboraron una formulacion mediante la reaccion del cisplatino con
DCA, a lo cual le dieron el nombre de mitaplatino, evaluando los efectos citotdxicos en
diferentes lineas celulares de céncer, comparéndolos contra el cisplatino y/o DCA. El
estudio fue realizado en las lineas celulares NTera-2 (cancer humano testicular), Hela
(cancer cérvico humano), U20S (osteosarcoma humano), A549 (carcinoma de pulmon
humano) y MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano) asi como células normales
MRC-5 (fibroblastos normales de pulmon). Encontrando que el mitaplatino no afecto la
polarizacion mitocondrial en MRC-5 y el cisplatino no afecto la viabilidad de la linea
celular NTera-2, sin embargo; esta misma linea celular en tratamiento con el mitaplatino
por 48 h revirtié la hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial, debido a el DCA
liberado a partir del mitaplatino, conduciendo a la translocacion de AIF de la
mitocondria hacia el ndcleo, estimulando la condensacion de la cromatina y la
fragmentacion del DNA, accion asociada a la liberacion del cisplatino a partir del
mitaplatino. La apoptosis fue detectada en las células de cancer U20S, Hela y A549 con
10 uM de mitaplatino, sin embargo a esta misma concentracion el cisplatino provoca
apoptosis en células normales MRC-5 mientras que el mitaplatino no produce apoptosis
en estas células. Los resultados confirmaron que el mitaplatino ejerce una accion dual
para disminuir la viabilidad celular de lineas de cancer, cambiando la funcién
mitocondrial mediante el DCA e impidiendo los procesos nucleares del DNA por el

cisplatino (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismo de accion dual del mitaplatino (Dhara et al., 2009)

Fiebiger et al (2011), evalu6 la actividad in vitro de nuevas drogas basadas en platino
(satraplatino, JM118, picoplatino, oxaliplatino) en combinacion con el DCA, contra
lineas celulares carcinoides de pulmén UMC-11, H727 y H835. Con la excepcion de la
linea altamente quimioresistente UMC-11, las lineas celulares carcinoides HT27 y H835
fueron sensibles a la mayoria de los quimioterapéuticos in vitro. EI DCA a una
concentracion de 10 mM inhibié el crecimiento de UMC-11 en un 22% Yy sensibiliza a
las células resistentes al carboplatino, satraplatino y JM118 en 1.4-2.4 veces. La
actividad del carboplatino y JM118 es incrementado significantemente en combinacion
con el sensibilizador de apoptosis DCA, potenciando los efectos citotoxicos de los

farmacos de platino seleccionados.

4.3.5 Estudios in vivo

Células de adenocarcinoma mamario de rata (13762 MAT), fueron inoculadas en ratas
para la induccién de tumores, posteriormente se les administro el tratamiento de DCA,

encontrando que el tratamiento redujo en un 58% el nimero de metastasis pulmonar
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observada macroscopicamente después de la inyeccion de las células tumorales (Sun et
al., 2010). Esto reforzado por Fantin et al (2006), donde el DCA induce la inhibicion de
LDH en ratones con xenotrasplantes de canceres humanos, promoviendo apoptosis e

inhibicidn del crecimiento tumoral mejorando la supervivencia.

4.3.6 Ensayos clinicos con DCA en humanos

El trabajo en modelos pre-clinicos in vitro e in vivo han mostrado que el DCA podria ser
benéfico para el tratamiento de canceres humanos (Bonnet et al., 2007; Cairns et al.,
2007; Cao et al., 2008; Wong et al., 2008), la toxicidad es relativamente baja, su
estructura (molécula muy pequefia), el bajo precio (medicamento genérico) y el hecho de
que el DCA ha sido utilizado en seres humanos por méas de 30 afios, ofrece una sélida

justificacién para la aceptacion clinica (Michelakis et al., 2008).

Desde la observacion pionera de que la glicélisis aerébica en el cancer es preferible,
como mecanismo para generar ATP a partir de glucosa, numerosos experimentos han
apoyado y ampliado el importante papel que tiene el metabolismo sobre la
transformacion, proliferacién, angiogénesis y metastasis en el cancer. Por lo tanto, el
escaneo mediante PET ha comprobado que una tasa alta de absorcion de glucosa
constituye un sello distintivo en las células cancerosas, presumiblemente necesaria para
conferir ventajas adaptativas cuando se enfrentan a ambientes acidos e hipoxicos
(Resendis Antonio et al., 2010). En agosto del 2008, un paciente con linfoma no
hodgkin’s que habia estado en remision por casi un afio después de la quimioterapia,
presento dolor y sensibilidad en el cuello donde eran visibles algunas salientes. Se le
realizo un PET el cual mostré un incremento en la captacion de glucosa, mostrando
varios focos hipermetabdlicos en la cabeza y el cuello en la parte derecha post-lateral
midiendo 3.2 x 2.2 cm, lo cual dio el indicio de una recaida del linfoma. Cuatro meses
después de la automedicacion con 750 mg de DCA diariamente, mediante un PET se
demostré que no habia signos visibles de linfoma teniendo una completa remision

después de 4 meses de autotratamiento, que ha continuado hasta la fecha en dosis de
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mantenimiento, ademas de tomar tiamina para protegerse del ligero hormigueo y
entumecimiento en los nervios de los dedos de las manos y pies, sin comprometer su
calidad de vida o que afecten a la eficacia del tratamiento (Flavin et al., 2010). Sin
embargo, este tipo de evidencias pre-clinicas de los efectos anti-cancer del DCA se han
publicado solo en céancer de pulmon, glioblastoma, mama, endometrial y proéstata
(Michelakis et al., 2008). Actualmente, existen varios protocolos clinicos en donde se ha
incluido el DCA en la terapia de diversos tumores en humanos (Tabla 1)

(www.clinicaltrails.gov).

Nombre del estudio Drogas empleadas Dosis Tiempo Estudio niimero

Clinical Trils. gov:NC

Estudio fageIlde DCAen Herceptin+DCA T01029925.
pacientes con cancer de  |Herceptin +trastuzumb |DCA6.25 mg/kg dos Sass Autornidad de salud:
pulmon de célulasno en pacientes con cancer veces al dia Foodanddrug
pequeiias o cancer demama demama Her2+ Administration
(FDA)

Estudio fasel abierto, de
un solo brazo, dosisescala,

Feis e ClinicalTrials. gov
clinicoy farmacoléogico del :

. DCA DCA12.5mgkg/dia| Nogesabe Identifier:
DCAenpacientes con & = e
G 2 NCT00566410
tumores solidos metasta-
sicosy/orecurrentes
Estudio clinico faseIl,
abierto de doble brazo del i ClinicalTrials.gov
i . i Minimo 6 d
DCA enpacientes con DCA No descrita ese ITdentifier:
gliomasmalignosy NCT00540176

glioblastomamultiforme

Tabla 1. Protocolos clinicos con el DCA

A la fecha se han obtenido datos alentadores con el tratamiento de DCA de los diferentes
tumores en humanos, pero se necesita de mas tiempo para poder determinar su efecto
real sobre el cancer ya que estos protocolos clinicos ain se encuentran en fase de

investigacion.
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La experiencia preclinica con el DCA en el campo del cancer, lo ha postulado como un
agente sensibilizador de la apoptosis que podria ser administrado conjuntamente con la
quimioterapia o la radiacion, en un intento de incrementar su eficiencia, reduciendo las

dosis requeridas y limitando la toxicidad de las terapias estandar.

4.3.7 Otros usos terapeuticos del DCA en la clinica

Otro uso del DCA, es en el transplante ortépico de higado (OLT, tratamiento para los
pacientes con enfermedad hepatica en fase terminal). La acidosis metabdlica
intraoperatoria comienza después de la reperfusion del injerto y persiste durante varios
dias. El tratamiento estandar para la severa acidosis durante la OLT es NaHCOg. Sin
embargo el uso de NaHCO3 ha sido controversial porque compromete el rendimiento
del miocardio inducido por alteraciones metabdlicas, exacerba la acumulacion de acido
lactico y de plasma (en grandes dosis), puede provocar hipernatremia, y el aumento de
riesgo de desmielinizacion del sistema nervioso central. En OLT, el tratamiento de DCA

disminuye las concentraciones plasmaticas de acido lactico (Shangraw et al., 2008).

Mercken et al (2011), evalu6 si la infusion intravenosa de DCA (50 mg/kg) podria
reducir la tension inducida por el ejercicio sistémico oxidativo y la respuesta
inflamatoria en los pacientes con COPD (deterioro en la funcion del mdsculo
esquelético), tomaron muestras de sangre antes del ejercicio, durante y 30 minutos y 2
horas después del ejercicio, asi como muestras de orina obtenidas antes y después de 2

horas del ejercicio.

El pico de carga de trabajo mejoro de forma significativa después de la administracion
del DCA en comparacién con el placebo, los niveles de acido urico después del ejercicio
fueron significantemente mas bajos en el DCA que en condiciones del placebo, mientras
que no se presentaron diferencias de los niveles de malondialdehido en orina. Los
niveles de glutation oxidasa (GSSG) incrementaron significativamente después de 2
horas de ejercicio en el placebo, pero no se altero por la infusion de DCA. No se
generaron cambios en glutation reducido (GSH), GSSG/GSH, y la actividad de

30



superéxido dismutasa. El tratamiento con DCA incremento significativamente los
niveles de IL-6 después de 2 horas de ejercicio. El ejercicio se caracteriza por tener
efectos inmediatos en los niveles circundantes de citocinas inflamatorias. Un aumento en
la sangre de los niveles de IL-6 es una respuesta fisioldgica normal al ejercicio. 1L-6 se
cree, que es originada a partir del musculo esquelético y que tiene efectos
antiinflamatorios, incluyendo un efecto inhibitorio de citocinas proinflamatorias como

TNF-o (Mercken et al., 2011).

El tratamiento con DCA induce la activacion fagocitica, de una manera dependiente de
dosis-tiempo en macréfagos J744.Al, también evaluado in vivo en ratones B6C3F1, a
los cuales se les administraron via oral dosis de 7.7, 77, 154 y 410 mg de DCA /dia, por
4-13 semanas. Células de lavado peritoneal (PLCs) fueron aisladas y ensayadas para
diferentes marcadores que indican la activacion fagocitica, incluyendo el anion
superoxido (SA), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y mieloperoxidasa (MPO). El
DCA produjo un incremento significativo en la produccion de SA, TNF-a y la actividad
de MPO, pero el incremento en altas dosis (>77mg/kg/dia) a las 13 semanas fue menos
significativa que los producidos a las 4 semanas del tratamiento. Estos resultados
mostraron una induccion significativa de los biomarcadores de activacion fagocitica por
el DCA sin presentar carcinogenicidad en los ratones B6C3F1. La activacion fagocitica
es conocida como un mecanismo de defensa contra infecciones bacterianas y esta

asociada con la destruccién de células neoplésicas (Hassoun et al., 2010).

4.3.8 Toxicidad o efectos secundarios

El DCA es un componente quimico al que estamos expuestos diariamente en
concentraciones de 5-125 pg/L, mientras que para fines terapéuticos se administran
alrededor de 50 mg/kg. En pruebas experimentales para determinar la toxicidad de este
compuesto en ratones B6C3F1 de ambos sexos se ha encontrado que el consumo de
agua conteniendo este producto en dosis elevadas (1000 a 2000 mg/L/ un afio 0 mas) se

relaciona con alta incidencia en el desarrollo de tumores hepatocelulares (IARC, 2004).
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Estos resultados fueron corroborados por Pereira et al (2004), que estudio el efecto del
DCA en ratones B6C3F1 a los cuales se les administro 3.2 g/L de DCA en agua de
bebida. Los ratones fueron sacrificados a las 8 y 44 semanas de exposicion al
tratamiento. Después de 8 semanas el DCA incremento la relacion del peso del
higado/corporal y causo hipometilacion del DNA, acumulacion de glicogeno y
proliferacion peroxisomal. Después de 44 semanas de exposicion al DCA se observaron
focos de hepatocitos alterados y adenomas hepatocelulares. Sin embargo; un estudio
reciente en donde se emplearon modelos de ratones genéticamente modificados (Tg.AC
y p53) considerados como un modelo potencial para la determinacion de quimicos
carcinogénicos, no se encontrd que el consumo Y la aplicacion dérmica del DCA a dosis
de 2000 mg/L por 26 a 41 semanas se correlacionaran con la generacion de tumores en
higado, en ratones machos Tg.AC a los 9 meses después de la exposicién al DCA s6lo
se encontraron papilomas en el sitio de aplicacion, pero esto no se observo a los 6 meses.
Por lo cual se sugiere precaucion en el uso de estos modelos de raton para evaluar el
potencial carcinogénico. El costo, tiempo y la sensibilidad son las principales
limitaciones en las evaluaciones de la posible carcinogenicidad de productos quimicos
(Kissling et al., 2009).
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5. MATERIALES Y METODOS

In vitro

5.1 Cultivos celulares

Las linea celulares de cancer B16F10, MCF-7, INER-51, MDA-MB 231, Huh-7, Hela,
y TC-1 se obtuvieron de American Type Culture Collection (Manassas, VA. USA). Las
lineas celulares fueron cultivadas en medio Dulbecco’s Eagle’s modificado (DMEM-
F12) o RPMI-1640 (dependiendo la linea celular) suplementados con suero fetal bovino
(SFB) al 10%, inactivado a 56°C durante 30 minutos (GIBCO, Grand Island, N.Y.
USA), conteniendo 3 mL de penicilina — estreptomicina (Sigma, Chemical Company,
ST. Louis MO, USA) y 560 pL de anfotericina B (Sigma, Chemical Company, ST.
Louis MO, USA), evitando la contaminacion de los cultivos y medios celulares. Las
lineas celulares de cancer fueron incubadas en una atmosfera de 37°C, 95% de aire y 5%
CO,.

5.2 Obtencion y cultivo de macro6fagos peritoneales murinos

Ratones de la cepa C57BL/6 (Harlan, México), fueron sacrificados mediante dislocacion
cervical, posteriormente mediante puncion con una jeringa con aguja de medida 21
cargada con medio estéril RPMI-1640 (GIBCO, Grand Island, N.Y. USA) se realizaron
lavados peritoneales para la obtencion de macréfagos peritoneales, posteriormente la
suspension obtenida en la que se encuentran los macréfagos peritoneales, fue depositada
en un tubo de 50 mL estéril, seguido de la centrifugacion a 1200 rpm por 10 minutos,
lavados 3 veces con medio de cultivo RPMI-1640 y ajustados para su cultivo en cajas de
96 pozos a una concentracion celular de 5x10° células por pozo permitiendo su

adherencia al plastico por 24 h. Los macrdfagos peritoneales fueron tratados con DCA-
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Na en rangos de concentraciones de 0, 75, 150, 225, 300, 375, 450, 525, 600, 675, 750
mM/mL e incubados en una atmosfera a 37°C, 95% de aire y 5% de CO, durante 72 h,
finalizando con la determinacion de la viabilidad celular, mediante la técnica de MTT,

que se describe posteriormente.

5.3 Dicloroacetato de sodio (DCA-Na)

El dicloroacetato de sodio (Hymera Lab) es una sal cuyo peso molecular es de
150.92451, soluble en agua, su estado fisico es en polvo, por lo cual fue disuelto en
medio de cultivo DMEM-F12 6 RPMI-1640, y filtrado para su empleo a través de filtros
de 0.2 uM de didmetro (Milipore, USA), las concentraciones utilizadas en los
experimentos se realizaron a partir de una solucion stock de 7.5 M, y se realizaron
diluciones para obtener las siguientes concentraciones de ensayo: 0, 75, 150, 225, 300,
375, 450, 525, 600, 675, 750 mM/mL (0-750 mM/mL).

5.4 Evaluacion de la viabilidad celular relativa mediante el ensayo de proliferacion
celular (MTT)

Las lineas celulares de cancer B16F10, MCF-7, INER-51, MDA-MB 231, Huh-7, Hela,
y TC-1 fueron sembradas a una concentracién de 5x10° células/pozo, empleando placas
de 96 pozos fondo plano y se incubaron durante una noche. EI DCA-Na se afiadio en
rangos de concentracion de 0 a 750 mM/mL, fueron incubadas durante 24, 48 y 72
horas, posteriormente se adicioné 20 uL de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT)/ pozo, a una concentracion final de 5 mg/mL suspendido en PBS
1X, se incubd la placa a 37°C por 2 horas, posteriormente se eliminé el medio evitando

remover las sales de formazan formadas, finalmente se afadieron 200 plL/pozo del
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dimetil sulféxido (DMSO). Las absorbancias fueron determinadas en lector de placas de
ELISA a 570 nm (Microplate autoreader EL311 BIOTEK, Instruments, Inc).

5.5 Determinacion de senescencia asociada a p-galactosidasa

1x10° células B16F10 fueron cultivadas en placas de 6 pozos, posteriormente incubadas
con las DLsy y DLgy de DCA-Na, ademas del grupo control (células sin tratamiento)
durante 48 h, la determinacion de la senescencia celular fue evaluada mediante el uso de
un kit (BioVision Senescence Detection BioVision, Mountain View, USA), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las células fueron lavadas con PBS 1X vy fijadas durante
5 minutos en una solucion de formaldehido al 2% y glutaraldehido al 0.2%, enseguida
se lavaron las células con PBS 1X, afiadiendo 0.5 mL/pozo de la solucion de tincion (X-
gal Img/mL, acido citrico 40 mM, NaCl 150 mM, MgCl, 2 mM), se incubd la placa por
una noche a 37°C, y al dia siguiente se realiz6 la observacion, resultando positivas a
senescencia aquellas células que mostraron la formacion de un complejo azul en su
interior, para la determinacién en porcentaje, se contaron 100 células por campo

microscopico.

5.6 Determinacién de cambios morfologicos por naranja de acridina-bromuro de

etidio y deteccidn de apoptosis mediante la técnica de TUNEL

Para evaluar la citotoxicidad y cambios morfologicos inducidos por las DLyg, DLsg y
DLygg de DCA-Na se cultivaron 1x10° células/pozo, incubadas por una noche,
posteriormente se agregaron 2 pL de una solucién 1:1 de naranja de acridina: bromuro
de etidio (100 ug/mL) disueltos en PBS 1X. Las células fueron incubadas en oscuridad
por 5 minutos a T.A, posteriormente, se observaron bajo microscopia de fluorescencia

invertido Nikon (TE-Eclipse 300) y fueron fotografiadas. Considerando las células
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viables aquellas que mostraron un color verde fluorescente y células muertas de color
rojo-naranja fluorescente. La tincion con naranja de acridina penetra la membrana
plasmatica de las células en temprana apoptosis y el bromuro de etidio tifie al DNA so6lo
si la integridad de la membrana se encuentra dafiada. Después de tefiir con naranja de
acridina: bromuro de etidio las células en fase de apoptosis avanzada presentan un
ndcleo naranja mostrando condensacion de la cromatina. Mientras que las células en

necrosis muestran un ndcleo naranja con su estructura intacta.

Para la deteccion de la fragmentacion del DNA in situ, la transferencia del
desoxinucleotido mediante la desoxiuridina trifosfato (dUTP) (TUNEL) fue realizado a
través de un kit (TACS 2 TdT-DAB In Situ Apoptosis Detection Trevigen, Gaithersburg,
Maryland, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cultivaron 5x10° células
B16F10/pozo, seguido de la adicion de los tratamientos con DCA-Na (control, DLy,
DLso, DLgo) por 48 h, luego se realizo la digestion con proteinasa K (20 ug/mL) por 15
minutos, las células fueron inmersas en buffer TdT. TdT 1 mM Mn*"y dNTP biotinado
en buffer TdT fueron agregados e incubados en una atmosfera hiumeda a 37°C por 60
minutos. Las células se lavaron con PBS 1X y fueron incubadas con streptavidina-HRP
por 10 minutos, nuevamente se lavaron con PBS 1X, después fueron inmersas en la
solucion de DAB. Finalmente las células fueron tefiidas 3 minutos en verde de metilo al
1% para permitir la visualizacién de las células que presentaban cromatina nuclear

fragmentada caracteristica principal de la apoptosis.

5.7 Determinacioén de la actividad de LDH

5x10° células B16F10/pozo se cultivaron en placas de 96 pozos fondo plano e
incubadas en una atmosfera de 37°C, 95% de aire y 5% CO,, posteriormente se
agregaron los tratamientos del DCA-Na en rangos de concentracion de (0-750 mM/mL)
e incubadas por 24 y 48 h, al finalizar la incubacion se obtuvo el sobrenadante celular,
mediante centrifugacion a 250 g por 10 minutos a 25°C, la deteccién de la actividad de

LDH se evalué mediante el kit comercial (Detection Lactate Dehydrogenase, Roche,
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Indianapolis, USA), de acuerdo al protocolo del fabricante. En el cual primeramente se
realiz6 la mezcla de los reactivos R1 (agente catalizador) y R2 (solucién) y se afiadieron
100 uL de esta mezcla reaccion en una placa de 96 pozos fondo plano, seguido de 100
uL de sobrenadante celular obtenido por centrifugacion, posteriormente se incubé la
placa por un periodo de 30 minutos a 15°C-25 °C y en oscuridad. Finalmente se realiz6
la lectura espectrofotometrica a 490 nm (Microplate autoreader EL311 BIOTEK,

Instrument, Inc).

5.8 Determinacion de la actividad de PKA dependiente de AMP ciclico

Se cultivaron 5x10° células B16F10 en cajas de 25 cm? y posteriormente se adicionaron
los tratamientos de DCA-Na (control, DL, DLsg, DLg), después de 48 h de incubacion,
las células fueron lavadas con PBS 1X, la determinacion de la actividad de PKA
dependiente de AMPc se realizé mediante el uso de un kit comercial (Pep Tag for Non-
Radioactive Detection of Protein Kinase C or cAMP Dependent Protein Kinase
Promega, Madison, USA) siguiendo el protocolo del fabricante. Las células fueron
resuspendidas en 1 mL de buffer de extraccion frio PKA (Tris-HCI 25mM (pH 7.4),
EDTA al 0.5 mM, EGTA al 0.5 mM, B-mercaptoetanol al 10 mM, leupeptinalpg/mL,
aprotonina 1upg/mL), posteriormente mediante scrappers se obtuvieron las células y
fueron sonicadas por 2 minutos, los lisados fueron centrifugados por 5 minutos a 4°C a
14000g, obteniendo los sobrenadantes. Se realizo una dilucion de la subunidad catalitica
del PKA/AMPCc, obteniendo una concentracion final de 2 ng/mL en buffer de dilucion
PKA (K3PO4 350 mM (pH 6.8), DTT 0.1 mM). Para cada muestra a analizar se tomaron
(5 pL) de buffer de reaccion PKA 5X, (5uL) péptido PepTag Al, (5uL) activador de
PKA, (1-10 pL) la muestra, el control negativo es requerido para determinar la
absorbancia en la cuantificacion de la reaccion (en este caso no se adicion0 muestra).
Las reacciones fueron detenidas por calentamiento a 95°C por 10 minutos y las muestras
fueron analizadas a través de un gel de agarosa al 0.8% a 100V por 15 minutos, donde

los péptidos fosforilados migran hacia el anodo mientras que los péptidos no
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fosforilados migran hacia el catodo. Finalmente el gel fue fotografiado en un
transiluminador UV.

5.9 Extraccion de RNA

RT-PCR

1x10° células B16F10 fueron cultivadas en cajas de 25 cm?, posteriormente tratadas con
DCA-Na (control, DLy, DLso, DLgo) por 48 horas. Primeramente se lisaron las células
con 1 mL de trizol e incubadas por 5 minutos a T.A, posteriormente se adicionaron 200
uL de cloroformo, se agitaron por 15 segundos y fueron centrifugados a 120009 por 10

minutos a 4°C.

Posteriormente esta mezcla generd tres fases: orgénica (fenol-cloroformo), interfase y
una superior acuosa. Se trabajé con la fase acuosa en donde se encuentra el RNA, el cual
fue precipitado en tubos eppendorf con 0.5 mL de isopropanol/mL de trizol, incubados
a T.A por 10 minutos, luego fueron centrifugados a 12000g por 10 min a 4°C, el paquete
obtenido de RNA fue lavado con etanol al 70%, disolviendo la pastilla con agua tratada
con DEPC (dietilpirocarbonato) e incubado por 10 minutos a 60°C, finalmente se tomd
la lectura de la concentracion de RNA cuantificado por espectrofotometria en

NanoDrop. Los RNA fueron almacenados a -70°C para su conservacion.

5.9.1 Sintesis de DNA complementario (DNACc)

Fue adicionado en tubos eppendorf un volumen de 10 ug de RNA, 1 uL de oligo dT 0.5
mL/uL y 1 uL de una mezcla de dNTP 10 mM (Gibco, Laboratories, Life Technologies)
Ilevado a un volumen de 12 pL con agua DEPC, fue calentado a 65°C por 5 minutos,
seguido de la adicion de 4 uL de Buffer 5X, 2 uL de DTT al 0.1 M, después se
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mezclaron e incubaron las muestras a 42°C por 2 minutos, se adicionaron 1 ulL de
Superscript RT (Gibco, Laboratories, Life Technologies) una unidad por microlitro de
muestra, y finalmente se mezclaron y se incubaron a 42°C por 50 minutos, finalmente la

reaccion se inactiva por calentamiento a 70°C por 15 minutos.

Para la amplificacion de los genes GAPDH, B-actina y 18s ribosomal, se utilizaron los
siguientes primers: B-actina Forward > GAC TTC GAG CAA GAG AT Reverse > TCG
TCA TAC GCC TGC TTG CT, GAPDH Forward * ACC ACA GTC CAT GCC ATC
AC Reverse > TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA y 18 s ribosomal Forward > GCC
CCC TCG ATG CTC TTA G Reverse > AAA TGC TTT CGC TCT GGT CC.

En la siguiente tabla, se muestran las condiciones en las cuales se realizaron las
reacciones de PCR, para evaluar la expresion de GAPDH y como controles internos [3-

actina y 18s ribosomal asi como los tamafios de DNA amplificados.

B-actina GAPDH 18s ribosomal

Desnaturalizacion inicial 94°C/4 min 95°C/4 min 94°C/4min
?§ Desnaturalizacion 94°C/40 seg 94°C/45 seg 94°C/40 seg
E Alineamiento 64°C/30 seg 64°C/30 seg 51.2°C/40 seg
? Elongacion 72°C/40 seg 72°C/60 seg 72°C/50 seg
§ N° de ciclos 35 ciclos 36 ciclos 36 ciclos
é Polimerizacion final 72°C/7 min 72°C/10 min 72°C/7 min
O N° pares de base del 430 pb 452 pb 251 pb

producto

Figura 13. Ciclos de amplificacién para B-actina, GAPDH y 18s ribosomal.
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5.10 Determinacioén de la union de HIF-1a al DNA

Para la determinacion de la concentracion dptima para la induccion de HIF- 1 a, se
cultivaron 1x 107 células B16F10 en cajas de 75 cm?, 'y posteriormente se afiadi6 el
CoCl;, a la concentracion de 50 mM, y se incubd por 4 h, después de este periodo de
tiempo las células fueron lavadas con PBS 1X y se afiadieron los tratamientos de DCA-
Na (control, DLy, DLso, DLgg) fueron incubados por 48 horas, la produccion de HIF-1
fue determinada mediante el empleo de un kit comercial (HIF-1o Transcription Factor
Assay Cayman Chemical kit, USA). A través del uso de scrapers se obtienen las células,
las cuales fueron centrifugadas a 300 g/ 5 minutos a 4°C, el sobrenadante obtenido fue
eliminado, el pellet celular fue resuspendido en PBS 1X frio conteniendo inhibidores de
fosfatasas, nuevamente los tubos fueron centrifugados a 300 g/5 minutos a 4°C, el pellet
obtenido fue incubado por 15 minutos en buffer de extraccion con inhibidores de
proteasas, fue realizada una mezcla para obtener el buffer de unién del factor de
transcripcion el cual esta constituido de agua ultra pura, buffer de factor de union 4X,
reactivo Ay DTT al 0.3 M, y se colocaron 100 pL a cada pozo de ensayo, que contienen
elementos consenso para HIF-1a, posteriormente la placa es incubada a 4°C por una
noche, al dia siguiente la placa fue lavada por 5 veces con 200 uL de buffer de lavado
1X, seguido de este paso fue agregado el anticuerpo primario a una dilucién de 1:100 en
buffer ABB 1X, y 100 uL de anticuerpo por pozo fueron agregados en la placa, excepto
en los pozos blanco, posteriormente se cubrio la placa por espacio de 1 hora a T.A,
terminado este tiempo los pozos fueron lavados con 200 pL de buffer de lavado por 5
veces, para posteriormente adicionar 100 uL de anticuerpo secundario a una dilucion
1:100 en ABB 1X, a cada pozo de ensayo excepto en el blanco, se incubo la placa por 1
hora a T.A sin agitacion, y finalmente se lavaron los pozos con buffer de lavado 1 X
para eliminar las uniones no especificas. Para el revelado y lectura de la placa, fueron
adicionados 100 pL de la solucién reveladora y se incubo la placa por intervalo de 15-45
minutos a T.A, en agitacion y protegido de la luz, en este paso del protocolo es
importante permitir que los pozos tomen la coloracion azul, esto basado en el control

positivo proporcionado por el kit, después se afiadieron 100 uL/pozo de la solucion de
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terminacion, donde los pozos tornan un color amarillo para finalmente leer la

absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA Bio-tek Instruments, Inc.

5.11 Determinacién de la invasion celular

Las placas de camara de invasion BD BioCoat™ Matrigel ™ (BD Biosciences, Bedford,
MA) de 6 pozos, incluyen insertos contenedores de una matriz membranal basada en
MATRIGEL con poros de 8 uM. Inicialmente los insertos fueron rehidratados por 2
horas con RPMI-1640, posteriormente se afiade 2.5 mL de quimioatractante (SFB 5%
con medio RPMI-1640) en los pozos, e inmediatamente en los insertos se afiadio tanto la
suspension celular a una concentracion de 1x10° células B16F10/pozo, como los
tratamientos de DCA-Na (DLso, DLgo y control), fueron incubados por espacio de 22 y
48 horas a 37°C, 5% CO,. Después de la incubacion, las células no invasivas fueron
removidas al eliminar la superficie de la membrana del inserto mediante un scraper,
seguido de un lavado con medio de cultivo RPMI-1640. Por ultimo las células fueron
fijadas y tefiidas con hematoxilina-eosina, y finalmente las células se observaron
mediante microscopia en objetivos de 10X y 40X y fotografiadas. El porcentaje (%) de

invasion fue determinado por:

% de invasion =  # células que invadieron el inserto en el grupo control X 100

# células que invadieron el inserto en el grupo tratado

5.12 Determinacion de angiogénesis

La determinacion de angiogénesis fue evaluado mediante el uso de un kit comercial (In
vitro angiogenesis assay kit Ann Arbor, MI), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Primeramente, en una placa de 96 pozos fueron agregados 40 pL del gel (cell-based
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extracelular matrix gel), la placa fue incubada durante 1 hora a 37°C, permitiendo la
solidificacion del gel, seguido de este paso, se prepard la suspension celular a una
concentracion de 5x10° células B16F10/pozo en RPMI-1640 suplementado con 10%
SFB, posteriormente se afiadieron las DLsy y DLgg de DCA-Na, ademas de controles
positivos (PMA 1uM) y negativos (JNJ 1uM) de la angiogénesis, incubados por 24 y 48
horas. Al finalizar este periodo de tiempo se prepard la solucion de tincion calceina a
una dilucion de 1:100 en medio de cultivo RMPI-1640 y se afadieron 10 pl de la
solucién a cada pozo. Por altimo se observaron los pozos mediante microscopia de

fluorescencia y se fotografiaron las imagenes.
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In vivo

5.13 Animales

Ratones de la cepa C57BL/6 (Harlan, Mexico) de 6-8 semanas de edad (20-25g), en la
que se ha comprobado que es apta para la implantacion de un tumor generado por la
linea celular de melanoma murino B16F10, fueron alimentados con una dieta balanceada
de raton y agua ad libitum, a temperatura controlada (25°C), controlando ciclos de

iluminacién (12 horas/luz-oscuridad).

5.14 Establecimiento del modelo de melanoma murino

Se inocularon grupos de 5 ratones de la cepa C57BL/6, via subcutanea en el flanco
derecho a una concentracion de 500,000 células B16F10/raton resuspendidas en 0.2 mL
PBS 1X, para determinar el tiempo de aparicién del tumor, diariamente fueron
observados los ratones inoculados con las células tumorales, y una vez que fueron

visibles los tumores, se inicio la administracién intraperitoneal del DCA-Na.

Para determinar la dosis éptima del tratamiento con DCA-Na, se establecieron dos

grupos murinos:

a) Control (grupo sin tratamiento)
b) DCA-Na (500 mg/kg, 2 veces/dia)
c¢) DCA-Na (1000 mg/kg, 2 veces/dia)

Una vez que se obtuvo la dosis ideal del tratamiento, se evaluaron los siguientes
parametros, sobrevivencia, mortalidad, peso corporal, media de aparicion tumoral,

volumen-peso tumoral y metastasis.
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La determinacion del indice de peso corporal C57BL/6 fueron pesados cada 7 dias
empleando una balanza marca AND Gx-200, los datos obtenidos fueron registrados y
analizados posteriormente. EI volumen tumoral fue registrado cada 7 dias mediante un
calibrador de medicion (Vernier, USA), utilizando la férmula: volumen = longitud X

ancho?, los datos obtenidos fueron analizados.

Para evaluar el peso tumoral, los ratones fueron sacrificados mediante dislocacion
cervical a los 28 dias posterior a la inoculacion de las células B16F10, los tumores
fueron obtenidos mediante proceso quirlrgico, los cuales fueron pesados y los datos

obtenidos se registraron.

5.15 Anadlisis histologicos

Los tumores de ratones C57BL/6 tratados y no tratados con DCA-Na fueron fijados en
formol al 10% y embebidas en parafina realizando cortes de 4 pm, posteriormente
teflidos con hematoxilina y eosina (HE) para la determinacion de células infiltrantes

inflamatorias.

5.16 Andlisis estadistico

Los experimentos in vitro e in vivo se realizaron por triplicado. Los resultados in vitro se
analizaron por ANOVA y mediante el uso del programa computacional SPSS 12.0 con

una significancia de p<0.05.
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6. RESULTADOS

In vitro

6.1 EI DCA-Na disminuye la VCR de lineas celulares de cancer sin afectar la

viabilidad celular de macréfagos peritoneales murinos.

La viabilidad celular relativa (VCR) fue evaluada en las lineas celulares de cancer
TC-1, Hela, PC3, DU145, Huh-7, Iner 51, MDAMB-231, MCF-7, B16F10 y en
macrdfagos peritoneales murinos tratados con DCA-Na en rangos de concentracion de 0
a 750 mM/mL, mediante la técnica de MTT. Los resultados obtenidos demuestran que el
tratamiento con DCA-Na disminuye la VCR en todas las lineas celulares de cancer
analizadas, (Figura 14, 15, 16, 17 y Tabla 2 y 3) sin afectar significativamente la VCR
de los macrofagos peritoneales murinos en un periodo de 72 horas (p<0.05) (Figura 18).
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Figura 14. Efecto del DCA-Na sobre la VCR en las lineas celulares de cancer TC-1, Hela, PC3 y
DU145. Las lineas celulares de cancer fueron cultivadas a una concentracion de 5x10° células/pozo,
posteriormente tratadas con DCA-Na (0-750mM/mL) e incubadas a 37°C en una atmoésfera a 95% de aire
y 5% CO, durante 72 horas. Finalmente el porcentaje de viabilidad celular relativa (%VCR) fue
determinado mediante la técnica de MTT, evaluando la D.O a 540 nm. Los experimentos se realizaron por

triplicado, los datos representan la media con su respectiva DS. *p<0.05 comparado con el control.
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Figura 15. Efecto del DCA-Na sobre la VCR en las lineas celulares de cancer Huh-7, Iner-51,

MDAMB-231 y MCF-7. Las lineas celulares de cancer fueron cultivadas a una concentracién de 5x10°

células/pozo, posteriormente tratadas con DCA-Na (0-750mM/mL) e incubadas a 37°C en una atmosfera

a 95% de aire y 5% CO, durante 72 horas. Finalmente, el porcentaje de viabilidad celular relativa

(%VCR) fue determinado mediante la técnica de MTT, evaluando la D.O. a 540 nm. Los experimentos se

realizaron por triplicado, los datos representan la media con su respectiva DS (*p<0.05 comparado con el

control).

A continuacion, se muestra la Tabla 2, la cual se deriva de la Figura 14 y 15, mostrando

los datos en porcentajes de VCR.

Linea celular
[DCA- TC-1 Hela PC3 DU145 Huh-7 Iner51 MDAMB231 MCF-7
Na]mm/
mL
o 100+£4.79 100+5.02 100+£2.12 100+4.57 100+£5.19 100+5.06 100+5.84 100+5.06

= 75 51.92+1.48 52.51+1.69 55.74+0.070 75.96+2.31 73.42+1.97 53.15+4.2 63.68+3.39 49.19+4.3
s
©f 150 40.55+0.84 34.6+1.13 36.78+0.1 47.59+3.28 52.02+1.83 16.83+2.47 48.06+2.19 16.07+0.1
>
;ﬁ 225 36.01+0.84 31.79+0.84 33.9+0.21 22.89+1.25 47.29+0.14 13.49+0.49 33.93+0.70 16.07+0.1
'—; 300 34.61+0.14 29.27+1.34 30.45+0.21 18.22+0.23 43.18+0.91 12.4+1.97 27.41+0.49 15.51+0.70
3
=1 375 34.61+0.70 28.77+0.1 29.31+0.21 18.22+40.23 42.06+0.28 12.08+4.66 27.41+0.070 15.44+1.20
=]
E 450 34.09+0.21 28.47+1.48 28.73+0.28 14.88+1.34 39.07+1.55 11.62+0.21 26.8+0.070 15.16+0.35
=
X

525 32.86+0.28 28.26+0.35 27.58+0.56 13.37+1.34 37.58+1.27 11.62+0.21 26.18+0.49 14.81+1.27

600 31.29+1.20 27.36+0.42 27.01+0.49 7.69+0.72 36.96+1.34 11.46+£2.26 26.06+0.98 14.32+0.070

675 30.59+1.06 27.06%1.20 25.86+0.35 7.34+0.26 36.46+0.77 10.73+0.84 22.98+0.91 13.69+0.28

750 28.14+0.49 25.25+0.77 24.71+0.070 6.67+£0.26 36.46+0.91 10.1+0.42 18.85+1.20 13.34+0.35

Tabla 2. Efecto del DCA-Na sobre la VCR en lineas celulares de cancer

media +DS de experimentos realizados por triplicado.

. Los datos representan la
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Debido a que la linea celular B16F10 fue la més sensible al tratamiento con DCA-Nay a
conveniencia para nuestro estudio en el empleo de esta linea de la cual deriva el modelo
de melanoma murino, se realizaron estudios sobre la viabilidad celular relativa a las 24,
48 y 72 horas para determinar las dosis letales del 20% (DLy), 50% (DLso) y 90%
(DLgo), encontrando que el tratamiento con DCA-Na a las 24 horas de incubacion
disminuye significativamente la VCR de las B16F10 hasta un 66.66% con la dosis
mayor (750 mM/mL), a las 48 y 72 horas el tratamiento con DCA-Na disminuyo la VCR

hasta un 9.96% y 8.7 % con la dosis mayor (750 mM/mL), respectivamente.

Con estos experimentos determinamos las dosis letales DLy (75 mM/mL) DLso (300
mM/mL) y DLgy (750 mM/mL) y el tiempo éptimo (48 horas) para dar paso a los
posteriores experimentos, descritos en este trabajo (Tabla 3, Figura 16 y 17).

@ 24h

BE48h

N 72h

% Viabilidad Celular Relativa

0 75 150 225 300 375 450 525 600 675 750

Dicloroacetato de sodio (mM/mL)

Figura 16. Efecto del DCA-Na sobre la VCR en la linea celular B16F10. 5x10° células/pozo, fueron
cultivadas y posteriormente tratadas con DCA-Na (0-750mM/mL) e incubadas a 37°C en una atmdsfera a
95% de aire y 5% CO, durante 24, 48 y 72 horas. El porcentaje de viabilidad celular relativa (%VCR) fue
determinado mediante la técnica de MTT, mediante la D.O. a 540 nm. Los experimentos se realizaron por

triplicado, los datos representan la media con su respectiva +DS (*p<0.05 comparado con el control).

Se muestra la Tabla 2, la cual representa los datos en porcentajes de VCR, derivados de

la Figura 16.
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Linea celular
B16F10
[DCA-NaJmM/mL 24h 48 h 72h

= o 100+0.007 100+2.89 100+3.9
..g.. 75 93.1+0.48 81.61+4.89 73.88+4.02
g 150 92.54+0.007 58.34+0.07 27.08+0.99
[ 225 79.87+0.007 56.51+0.14 25.87+1.01
ié 300 75.73+0.014 44.47+0.42 14.71+2.05
-;; 375 70.01+0.035 43.77+0.49 9.83+1.83
% 450 69.61+0.042 38.0810.70 9.79+0.77
§ 525 69.15+0.063 35.73+1.13 9.09£0.070

600 68.21+0.035 29.43+1.83 9.05+0.42

675 67.78+0.021 24.72+1.69 8.93+0.35

750 66.66+0.084 9.96+0.98 8.7+0.21

Tabla 3. Efecto del DCA-Na sobre la VCR en la linea celular B16F10. Los datos representan la

media +DS de experimentos realizados por triplicado.

Control

DLs,

DLgo

Figura 17. Efecto del DCA-Na sobre la morfologia en la linea celular B16F10. 5x10° células/pozo,

fueron cultivadas y tratadas con DCA-Na: a) control, b) DLy, €) DLsg y d) DLgg, incubadas a 37°C en

una atmosfera a 95% de aire y 5% CO, durante 48 horas. Los cambios morfolégicos y disminucion de la

proliferacion celular fueron observados mediante microscopia invertida (TE-Eclipse 300).
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B8 Macrofagos

% Viabilidad Celular Relativa
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Figura 18. Efecto del DCA-Na sobre la VCR en macrdéfagos peritoneales murinos. Ratones de la cepa
C57BLS6, fueron sacrificados, y mediante lavados peritoneales con RPMI 1640 se obtuvieron macréfagos
peritoneales, posteriormente se centrifugaron a 1200 rpm/10 minutos. Los macréfagos fueron cultivados a
una concentracion 5x10° células/pozo, e incubados por 24 horas para su adherencia y tratadas con DCA-
Na (0-750mM/mL) incubadas a 37°C en una atmoésfera a 95% de aire y CO, durante 72 horas. El
porcentaje de viabilidad celular relativa (%VCR) fue determinada mediante la técnica de MTT, mediante
la D.O. a 540 nm. Los experimentos se realizaron por triplicado, los datos representan la media con su

respectiva +DS (*p<0.05 comparado con el control).

49



6.2 El DCA-Na no induce senescencia en la linea celular B16F10

A diferencia de otros tipos de respuestas celulares, tales como la necrosis o apoptosis, el
papel de la senescencia celular es un campo poco conocido, causada por dafio celular
oxidativo, acortamiento de los telomeros, dafios en el DNA entre otros factores, sin
embargo diversas investigaciones han vinculado la induccion o activacion de este
mecanismo en los procesos de supresion tumoral, limitando la transformacién maligna, y
controlando la proliferacion excesiva impulsada por mutaciones oncogénicas (Tianwei
Li et al., 2006), algunos quimioterapéuticos que utilizan este mecanismo para causar la
disminucion del crecimiento tumoral son la doxorubicina y cisplatino que afectan la
estructura del DNA, o el taxol y vincristina los cuales tienen como diana los

microtubulos (Trapero et al., 2008).

Uno de los ensayos mas utilizados para determinar la senescencia celular es mediante la
evaluacion SA-B-gal (B-galactosidasa asociada a senescencia), su actividad es evaluada
por el aumento del contenido de B-galactosidasa lisosomal de las células senescentes,
dentro de un pH entre 4.0 — 6.0, rango 6ptimo de deteccion, nuestros resultados indican
que tanto la linea celular B16F10 sin tratamiento (Figura 19, inciso b) y con el
tratamiento de DCA-Na en DLsy y DLgo (Figura 19, inciso ¢ y d) no conduce a la
induccion de senescencia, a diferencia de la linea celular B16F10 tratada con
doxorubicina (Figura 19, inciso a) en donde el interior de las células se observa tefiido
de un complejo azul mediante microscopia, debido a la actividad de p-Galactosidasa,

este Ultimo agente empleado como un control positivo.
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d)

determinando los porcentajes de células tefiidas por SA-B-gal, positivo para senescencia.

Figura 19. Efecto del DCA-Na sobre la senescencia en la linea celular B16F10. 1x10° células B16F10
fueron cultivadas en placas de 6 pozos, posteriormente se trataron con a) Control positivo: doxorubicina
0.005 pg/mL, b) B16F10 (control) ¢) DLsg y d) DLgy de DCA-Na, incubadas a 37°C en una atmosfera a
95% O, y CO, durante 48 horas, la senescencia celular fue evaluada mediante el kit “BioVision
Senescence Detection Kit” (BioVision, Mountain View, USA). Las células son fijadas en 2% de
formaldehido y 0.2% de glutaraldehido, posteriormente se afiade el mix de (SA-B-gal) y se incuba la placa

una noche a 37°C, finalmente las células son examinadas por microscopia, (TE-ECLIPSE 300)
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6.3 EI DCA-Na induce cambios morfoldgicos y muerte celular por apoptosis en la
linea celular B16F10

El potencial de un farmaco para inducir la apoptosis ha sido ampliamente investigado
como una estrategia para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer, se sabe que la
apoptosis puede ser desencadenada por una variedad de sefiales internas o externas,
caracterizada principalmente por cambios en la composicion de la membrana celular,
alteracion en la conformacion del citoesqueleto, aumento y activacion de sintesis de
algunas proteinas necesarias en las rutas metabolicas de los procesos de muerte celular,
condensacion y fragmentacién de la cromatina, por accion de endonucleasas, principales

indicadores de la muerte celular por apoptosis.

Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con DCA-Na en las DL, DLsg
y DLgo en la linea celular B16F10, afectan la integridad de la membrana plasmaética, esto
determinado mediante la tincién de naranja de acridina y bromuro de etidio los cuales
penetran la membrana plasmatica de las células en temprana apoptosis tifiendo las
células muertas de color rojo-naranja fluorescente (Figura 20 incisos b, ¢ y d), esto en
comparacion del control que muestran un color verde fluorescente consideradas celulas

viables (Figura 20, inciso a).

Para verificar estos resultados, se realizo la evaluacion de muerte celular mediante la
técnica de TUNEL, encontrando que el tratamiento con DCA-Na en las DLsg y DLgo €n
la linea celular B16F10 (Figura 21, incisos ¢ y d) ocasiona la fragmentacion del DNA
nucleosomal caracteristica principal de la apoptosis, esto representado por la formacion
de complejos de color café en el interior de la célula apoptética, en un periodo de 48
horas de incubacion, en contra parte la linea celular B16F10 sin tratamiento (Figura 21
inciso a) no presentd la formacién de estos complejos, manteniendo a las células de

color verde indicador de viabilidad celular (Figura 21).

52



Figura 20. Efecto del DCA-Na sobre la fragmentacién nucleosomal en la linea celular B16F10. 1x10°
células B16F10 fueron cultivadas en placas de 6 pozos, posteriormente se trataron con b) DL, €) DLy,
d) DLy de DCA-Na y a) B16F10 (control) e incubadas a 37°C en una atmdsfera a 95% O, y CO, durante
48 horas, posteriormente se realiz6 la tincion de naranja de acridina:bromuro de etido (1:1), se incubé la
placa por 5 minutos y finalmente se observé por microscopia de fluorescencia invertido, determinando las

células viables (verde fluorescente) y células en porceso apoptotico (naranja-rojo fluorescente).
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Figura 21. Efecto apoptotico del DCA-Na sobre la linea celular B16F10. 5x10° células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos, e incubadas a 37°C en una atmoésfera a 95% O, y CO, durante 48 horas,
posteriormente se trataron con b) DLsg y d) DLgy de DCA-Na, a) B16F10 (control) y b) mostrando un
control positivo proporcionado por “TACS 2 TdT-DAB In situ Apoptosis Detection Kit”, posteriormente
se fijan las células por 10 minutos a T.A. con formaldehido al 3.7%, y se siguen las instrucciones del
fabricante. Finalmente los cuerpos apoptdticos son observados por la formacién de complejos color café

en el interior celular, observado mediante microscopia (TE-ECLIPSE 300).
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6.4 El DCA-Na disminuye la actividad de LDH en la linea celular B16F10

La actividad de LDH fue evaluada debido a que en las células tumorales en condiciones
de aerobiosis tienen una tasa de glicdlisis anormalmente alta, lo cual es conocido como
glicolisis aerdbica o efecto Warburg, en donde la enzima lactato deshidrogenasa es la
encargada de catalizar la conversion de piruvato hacia lactato, reciclando NAD", la cual
es una molécula requerida por la maquinaria celular para la produccion energeética (Lea
et al., 2009). Por esta razén, la actividad de LDH fue evaluada en la linea celular
B16F10 tratada con dicloroacetato de sodio (DCA-Na) en rangos de concentracién de 0
a 750 mM/mL, enfocandonos principalmente en los resultados obtenidos en las
concentraciones de 0, 75, 300 y 750 mM/mL de DCA-Na, que corresponden a las dosis
letales determinadas previamente (Tabla 3 y Figura 16). Encontrando que a las 24 horas,
hubo una actividad en la DLy, 0.505 U/mL, DLsy 0.095 U/mL y DLgy 0.023U/mL de
LDH respectivamente, comparado con el control (0.627 U/mL), y a las 48 horas se
obtuvo una actividad en la DLy 0.500 U/mL, DLsg 0.106 U/mL y DLgy 0.008 U/mL, en
comparacion con el control (0.655 U/mL), determinando que el tratamiento con DCA-
Na en la linea celular B16F10 disminuye la actividad de LDH de una manera
dependiente de dosis (*p<0.05). (Figura 22), con estos resultados podemos asumir que el
tratamiento con DCA-Na en la linea celular B16F10, favorece la entrada de piruvato
hacia la mitocondria fomentando la fosforilacion oxidativa pudiendo afectar la

regulacion de diversos procesos celulares incluyendo ciclo y muerte celular.
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Figura 22. Actividad de LDH en la linea celular B16F10 tratada con DCA-Na. 5x10° células/pozo

fueron cultivadas y posteriormente tratadas con DCA-Na (0-750mM/mL) e incubadas a 37°C en una

atmosfera a 95% de aire y 5% CO, durante 24 y 48 horas. La actividad de LDH fue evaluada mediante el

cambio en la absorbancia (Aabs) debido a la reduccion de NAD*, monitoreado por la absorbancia a 490

nm, se utilzod el kit comercial “Cytotoxicity Detection Lactate Dehydrogenase” (Roche, Indianapolis,

USA) (*p<0.05 en comparacién con el control).
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6.5 El DCA-Na inhibe la actividad de PKA dependiente de AMP ciclico en la linea
celular B16F10

En este estudio consideramos de vital importancia si el tratamiento con DCA-Na afecta
la actividad de PKA dependiente de AMP ciclico en la linea celular B16F10, debido a
que la modulacién de los sistemas de los segundos mensajeros como lo es el AMPc,
pueden modificar el funcionamiento celular y causar inestabilidad de muchos procesos
incluyendo mitosis celular. EI AMPc actla principalmente a través de la union al
complejo PKA, que participa en la iniciacion y progresion de tumores, resultando este
complejo molecular en un potencial blanco de tratamiento farmacol6gico en tumores

(Cooper y Hausman, 2006; Caretta y Mucignant, 2011).

La actividad de PKA/AMPc en la linea celular B16F10 tratada con DCA-Na se
determino mediante la secuencia del aminoéacido del péptido sustrato especifico de PKA
(L-R-R-A-S-L-G) usando el PepTag®, el cual proporciona controles positivos y
negativos, con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos (materiales y
métodos), evaluando la migracion tanto de las especies fosforiladas hacia el electrodo
positivo (forma activa) como las no fosforiladas hacia el electrodo negativo (forma
inactiva). Encontrando que la linea celular B16F10 (control) posee formas fosforiladas y
no fosforiladas manteniendo una regulacion de la actividad de PKA/AMPC, por el
contrario, el tratamiento con DCA-Na en la DLy, DLsp ¥ DLgo en B16F10 a las 48
horas inhibe la activacion de PKA/AMPc, generando formas no fosforiladas o inactivas
de PKA/AMPCc (Figura 23).
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Figura 23. Actividad de PKA dependiente de AMP ciclico en la linea celular B16F10. 5x10° células
fueron cultivadas en cajas de 25 cm?, posteriormente se trataron con las DL,g, DLgy y DLgo de DCA-Na e
incubadas a 37°C en una atmésfera a 95% O, y CO, durante 48 horas. La evaluacion se llevd a cabo
mediante el uso de un kit comercial “Pep Tag for Non-Radioactive Detection of Protein Kinase C or
cAMP Dependent Protein Kinase” (Promega, Madison, USA), primeramente se resuspendieron las células
en buffer de extraccién de PKA, seguido de la sonicacion por 1 minuto, colectando los lisados celulares,
posteriormente 2 ug del péptido sustrato PepTag Al fue incubado con lisados celulares por 10 minutos a
T.A. La reaccion fue finalizada por calentamiento a 95°C por 10 minutos y las muestras fueron analizadas
en un gel de agarosa al 0.8% en buffer Tris- HCI pH 8.0 a 100V por 15 minutos. El péptido fosforilado
migra hacia el anodo, mientras el péptido no fosforilado migra hacia el catodo. Los carriles 1y 7
representan el control negativo, 6 y 8: control positivo, carril 2: lisado de células B16F10, 3: lisado de
células B16F10 tratadas con la DL,; de DCA-Na, 4: lisado de células B16F10 tratadas con DLsy, de DCA-
Na, 5: lisado de células tratadas con DLy, de DCA-Na.
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6.6 El DCA-Na disminuye la expresion de GAPDH en la linea celular B16F10

La razon de evaluar la expresion de GAPDH, es debido a que esta es una enzima de gran
importancia en la glicolisis, y que se encuentra sobreexpresada en diversos tumores y

lineas celulares de cancer (Said et al., 2009).

Los efectos sobre la expresion del RNAm de GAPDH en la linea celular B16F10 tratada
con las DLy, DLsy y DLgg de DCA-Na fueron determinados mediante RT-PCR. Las
DLy y DLsy de DCA-Na a las 48 horas no afectaron la expresion de GAPDH, en
comparacion con el control, a diferencia de la DLy del DCA-Na la cual disminuye
considerablemente el nivel de expresion de GAPDH en la linea B16F10 (Figura 24). Se
emplearon como genes constitutivos B-actina y 18s ribosomal, los cuales no se pudieron
normalizar debido a que el tratamiento con DCA-Na a la DLy afectd la expresion de

estos genes al igual que en GAPDH.

C DL,y DLsy DLg

p-actina 430 pb
ribosomal

Figura 24. Expresion del RNAm de GAPDH en la linea celular B16F10 tratada DCA-Na. 1x10°
células/pozo fueron cultivadas en cajas de 25cm?, posteriormente se trataron con las DLyg, DLsy y DLgo de
DCA-Na e incubadas a 37°C en una atmésfera a 95% de aire y 5% CO, durante 48 horas, el RNA total
fue extraido para determinar la expresion de RNAm de GAPDH, mediante RT-PCR, los productos de
PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% y visualizados empleando bromuro
de etidio con luz ultravioleta y finalmente fotografiados. Normalizado mediante la expresion de p-actina.

C = Linea celular B16F10 (control) sin tratamiento.
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6.7 El DCA-Na afecta la capacidad angiogénica, disminuyendo la actividad de
union del HIF-laal DNA, la invasion y la formacién de estructuras pro-

angiogénicas en la linea celular B16F10

Se determino si el tratamiento con DCA-Na en la linea celular B16F10 afecta la
actividad de HIF-1a, debido a que este factor de transcripcion juega un papel regulador
de los niveles de oxigeno en el microambiente celular manteniendo la homeostasis, sin
embargo en las células tumorales existen microambientes hipdxicos lo que conduce a la
activacion de HIF-1 afectando la expresion de genes asociados a invasion, angiogénesis,
metabolismo energético, proliferacion y sobrevivencia confiriendo ventajas al
crecimiento tumoral, por lo cual su regulacion es un blanco terapéutico contra diversos

tipos de cancer (Wang et al., 2003).

Se analizd la union entre la secuencia consenso 5’-ACGTG-3’ del dsDNA vy del factor
de transcripcion HIF-1 o de los extractos nucleares obtenidos de la linea celular B16F10
sin tratamiento y tratadas previamente con CoCl, (50 mM) incubadas por 4 horas,
posteriormente tratadas con DCA-Na en las DLsp (300 mM/mL) y DLgg (750 mM/mL).
Encontrando que la linea celular B16F10 sin previo tratamiento con CoCl,, presenta una
activacion basal de HIF-1oo (0.311), disminuyendo significativamente con las DLsg
(0.201) y con DLgy (0.128) de DCA-Na. El tratamiento de CoCl, en la linea celular
B16F10 incremento la actividad de HIF-1la (0.333), la cual disminuyd
significativamente al ser tratadas con las DLsy (0.200) y DLgo (0.133) del DCA-Na
(Figura 25). La linea celular B16F10 es altamente invasiva y metastatica, el tratamiento
con DCA-Na disminuyo significantemente de manera dependiente de dosis la capacidad
de invasion, obteniendo porcentajes de 40 y 12.5 en las DL (50 y 90), respectivamente a las
22 horas, mientras que a las 48 horas, encontramos porcentajes de 25y 7.5 en las DL (5o
y 90), respectivamente, estos datos comparados con los controles donde se observo un
100% de invasion celular (Figura 26 y Tabla 4). Para evaluar el efecto del DCA-Na
sobre la angiogénesis, en este ensayo se utilizo un control inductor de la angiogénesis
(PMA 1mM) y un control inhibidor (JNJ 3mM), incluidos en el kit. Nuestros resultados

demuestran que el DCA-Na evita la formacion de estructuras pro-angiogenicas a las 24 y
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48 h, datos similares al tratamiento con el inhibidor (JNJ 3 mM), a diferencia del control
donde se observa angiogénesis (Figura 27).
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Figura 25. Actividad de unién del HIF-1a al DNA en la linea celular B16F10 tratada con DCA-Na.
1x10 células fueron cultivadas en cajas de 75cm?, tratadas con CoCl, (50mM) e incubadas por 4 h. Al
finalizar este periodo de tiempo, las células fueron lavadas con PBS 1X, y posteriormente se trataron con
las DLsg (300mM/mL) y DLgg (750mM/mL) de DCA-Na e incubadas a 37°C en una atmosfera a 95% de
aire y 5% CO, durante 48 horas. La actividad de HIF-1 o fue determinada mediante el uso de un kit
comercial “HIF-1a Transcription Factor Assay” (Cayman Chemical kit, USA) *p<0.05 en comparacién

con el control.
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Figura 26. Efecto del DCA-Na sobre la invasion en la linea celular B16F10. 1x10° células/ pozo fueron
cultivadas en placas de camara de invasion “BioCoat™ Matrigel ™” (BD Biosciences, Bedford, MA) de 6
pozos, la cual incluye insertos contenedores de una matriz membranal basada en MATRIGEL con poros
de 8 uM. Inicialmente los insertos son rehidratados por 2 horas con RPMI-1640, posteriormente se afiaden
2.5 mL de quimioatractante (SFB 5% con medio RPMI-1640), e inmediatamente se afiade la suspension
celular, representando los resultados obtenidos en los siguientes incisos: a) B16F10 (control), b) DLg, y €)
DLgy, por 22 y 48 horas e incubados a 37°C, 5% CO,. Finalmente se fotografiaron las imagenes

observadas.
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% Invasion en la linea celular B16F10

Tiempo Control DL, DL g
22 h 100 40 125
48 h 100 25 7.5

Tabla 4. Efecto del DCA-Na sobre el porcentaje de invasion en la linea celular B16F10. Al observar
las células mediante microscopia, se determiné el porcentaje de invasion, a través del conteo del nimero
de células que invadieron el inserto en el grupo control sobre el nimero de células que invadieron el
inserto en el grupo tratado, se obtienen los porcentajes de invasion evaluado mediante el uso de
“BioCoatTM Matrigel TM” (BD Biosciences, Bedford, MA), en periodos de incubacion de 22 y 48 horas.
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B16F10

Figura 27. Efecto del DCA-Na sobre la angiogénesis en la linea celular B16F10. 5x10° células
B16F10/pozo fueron cultivadas y posteriormente tratadas con b) DLsg, ¢) DLgy de DCA-Na y a) células
B16F10 (control) sin tratamiento e incubadas a 37°C en una atmdsfera a 95% de aire y 5% CO, durante 24
y 48 horas. La determinacion de angiogénesis fue evaluada mediante el kit comercial “In vitro
Angiogenesis Assay” (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) el cual proporciona como
controles d) PMA (ImM) y e) JNJ (3mM) activadores e inhibidores de angiogénesis, respectivamente,
siguiendo las instrucciones del fabricante para su uso. Finalmente, las células son tefiidas mediante una
solucion basada en calceina 1:100 usado para visualizar la organizacién celular, por Gltimo las células son

examinadas bajo microscopia invertida de fluorescencia con filtros y emisién a 535 nm.

64



In vivo

6.8 Efecto del DCA-Na sobre la sobrevivencia y mortalidad en ratones C57BL/6

inoculados con células de melanoma murino B16F10.

Para la evaluacion del efecto del DCA-Na in vivo se establecié un modelo de melanoma
murino, empleando ratones de la cepa C57BL/6 los cuales fueron inoculados via
subcutanea con celulas de melanoma B16F10 en una concentracion de 500,000
células/ratén. En los ratones del grupo control (inoculados con células B16F10)
desarrollaron un tumor visible a los 11.5+2.88 dias, presentando una mortalidad a los
30.2+1.92 dias después de la inoculacion. EI 100% de los ratones tratados
intraperitonealmente con 1000 mg/kg de DCA-Na 2 veces al dia, murieron a los
24.33+3.51 dias. Esta mortalidad prematura suponemos que se encuentra asociada a la
dosis empleada en este tratamiento, ya que cuando se redujo la concentracion de DCA-
Na a 500 mg/kg 2 veces al dia empleando la misma via de administracion, no se observo
la mortalidad asociada al tratamiento obteniendo un 20% de sobrevivencia y un retardo
en el crecimiento tumoral y una media del tiempo de muerte de 31.66+0.47 dias,
comparado con el grupo control (Tabla 5). Los siguientes experimentos in vivo fueron
realizados empleando la dosis de 500 mg/kg 2 veces al dia via intraperitoneal, sin
presentar efectos secundarios en los ratones tratados.
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Tratamiento Media del tiempo de | % Sobrevivencia Media de % Mortalidad
aparicion del tumor mortalidad
(diastDS) (diastDS)
RNI 0 100 0 0
Control 11.5+2.88 0 30.2+1.92 100
DCA-Na 500 11.5+2.88 20 31.66+0.47 80
mg/kg
DCA-Na 11.5+2.88 0 24.33+£3.51 100
1000mg/kg

Tabla 5. Media del tiempo de aparicién del tumor, porcentaje de sobrevivencia, media y porcentaje
de mortalidad en ratones C57BL/6 inoculados con células de melanoma B16F10. Ratones C57BL/6
fueron inoculados via subcutanea en el flanco derecho a una concentracion de 500,000 células B16F10,
determinando el tiempo de aparicion de los tumores, posterior a esta observacion, fueron administrados
via i.p los tratamientos de DCA-Na en dosis de 500 y 1000mg/kg 2 veces al dia. Los datos representan la

media con su respectiva £DS.

* RNI: Ratones no inoculados con células B16F10

* Control: Ratones inoculados con 500,000 células B16F10 sin tratamiento posterior al desarrollo tumoral.
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6.9 Efecto del DCA-Na sobre el peso corporal, peso-volumen tumoral y metéstasis
en ratones C57BL/6 inoculados con células de melanoma B16F10

Para este objetivo se decidio sacrificar a los ratones mediante dislocacion cervical a los
28 dias después de la inoculacion de las células B16F10. En cuanto al peso corporal no
se encontr6 una diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo control (inoculados con
células B16F10) y el grupo tratado con DCA-Na (500 mg/kg); obteniendo una media de
peso corporal de 21.15+£1.84 g en el grupo control y 22.53+2.6 g para el grupo tratado
con DCA-Na (Figura 28). Al evaluar el peso y volumen tumoral observamos una
diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo control y el grupo tratado con DCA-Na,
mostrando que el tratamiento con DCA-Na disminuyo el peso y el volumen tumoral
(1.74 g y 2.35 mm?®, respectivamente) comparado con el grupo control (8.16 g y 21.09
mm?®, respectivamente) (Figura 29 y 30). Al realizar la necropsia de los ratones se
encontré que el tratamiento con DCA-Na evito la metastasis hacia cavidad peritoneal,
intestino e higado comparado con los ratones control los cuales presentaban estas
metéstasis (Tabla 6).

@ Control
B DCA-Na

Indice de peso corporal
(g/ratén)
=
wn

1 7 14 21 28

Dias post inoculacién tumoral

Figura 28. Efecto del DCA-Na sobre el indice de peso corporal en ratones C57BL/6 inoculados con
células de melanoma murino B16F10. Ratones C57BL/6 fueron inoculados via subcuténea en el flanco
derecho a una concentracion de 500,000 células B16F10, posteriormente el DCA-Na se administré via i.p
en dosis de 500 mg/kg 2 veces al dia, el indice tumoral fue obtenido cada 7 dias, mediante la substraccion
del peso tumoral sobre el peso corporal, por 28 dias después de la inoculacién de células B16F10, los

datos fueron registrados y analizados.
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Peso tumoral (g)
(9]

QO = N W B

Control DCA-Na

Tratamientos

Figura 29. Efecto del DCA-Na sobre el peso tumoral de ratones C57BL/6 inoculados con células de
melanoma murino B16F10. Ratones C57BL/6 fueron inoculados via subcutanea en el flanco derecho a
una concentracién de 500,000 células B16F10, posteriormente se administré via i.p el tratamiento de
DCA-Na (500 mg/kg), los ratones del grupo control y tratados con DCA-Na fueron sacrificados a los 28
dias después de la inoculacion de las células B16F10, los tumores fueron extirpados quirdrgicamente y

finalmente se tomo el peso de cada uno. Los datos representan la media con su respectiva +DS.

Tratamientos Mdsculo Cavidad Intestino Higado
peritoneal
Control v v v v
DCA-Na v

Tabla 6. Determinacién de la presencia de metastasis en ratones C57BL/6 inoculados con células de
melanoma murino B16F10. Ratones C57BL/6 fueron inoculados via subcutanea en el flanco derecho a
una concentracion de 500,000 células B16F10, posteriormente fueron administrados via i.p los
tratamientos de DCA-Na en dosis de 500 mg/kg 2 veces al dia, sacrificados a los 28 dias de inoculacion de

células B16F10 para la evaluacién de la presencia de metéstasis.
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Figura 30. Efecto del DCA-Na sobre el volumen tumoral en ratones C57BL/6 inoculados con células
de melanoma murino B16F10. Ratones C57BL/6 fueron inoculados via subcutanea en el flanco derecho
a una concentracién de 500,000 células B16F10, posteriormente fueron administrados via i.p los
tratamientos de DCA-Na en dosis de 500 mg/kg 2 veces al dia, el volumen tumoral fue registrado cada 7
dias, mediante la férmula volumen = (longitud) (ancho)?, 28 dfas después de la inoculacién de células

B16F10, los datos fueron registrados y analizados.
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6.10 Hallazgos patologicos en ratones C57BL/6 inoculados con células de melanoma
B16F10 tratados con DCA-Na

A los 7.5£1.84 dias de la administracion del tratamiento con DCA-Na provoco la
aparicion de un foco de muerte celular en el centro tumoral, el cual empieza en algunos
ratones a expandirse hasta erradicar el tumor y en otros se mantiene. (Figura 31).
Consideramos de importancia realizar un estudio histopatoldgico en los tumores de
ratones tratados y sin tratamiento a los 28 dias después de la inoculacion de células
B16F10, en el grupo control los hallazgos patoldgicos reportados fueron la presencia de
numerosas mitosis atipicas, las cuales forman estructuras rosetoides con vasos
sanguineos en su interior, ademas de apreciarse amplias areas de necrosis, con
hemorragias, microtrombosis, asi como numerosas células inflamatorias (linfocitos y
neutrdfilos), el tejido presentd un intenso pigmento oscuro correpondiente a la melanina,
contrario al grupo tratado con DCA-Na, donde los tumores presentaron escasas mitosis
atipicas, las cuales formaron conglomerados celulares, presentando anisocitosis y
anisonucleosis, con marcada picnosis, cariorrexis y cariélisis, por otro lado, las areas de
necrosis no se encontraron muy extendidas por el tejido, sin embargo se encontraron una
gran cantidad de células inflamatorias, principalmente linfocitos, neutréfilos y células
plasmaticas, la presencia del pigmento de melanina fue escaso en estos tumores, datos
reportados por el departamento de patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL.
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Figura 31. Efecto del DCA-Na sobre el desarrollo tumoral en ratones C57BL/6 inoculados con
células de melanoma murino B16F10. Ratones C57BL/6 fueron inoculados via subcutanea en el flanco
derecho a una concentracion de 500,000 células B16F10, posteriormente fueron administrados via i.p el
tratamiento de DCA-Na en dosis de 500 mg/kg 2 veces al dia, sacrificados a los 28 dias de inoculacién de
células B16F10 para la evaluacion patoldgica. A) desarrollo tumoral, B y C) muestran la aparicion del
foco de muerte celular en el centro tumoral y D) representa la regresion tumoral por el tratamiento con
DCA-Na.
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos sobre la disminucion de la viabilidad por el tratamiento con
DCA-Na sobre las lineas celulares de cancer cérvico-uterino (TC-1, Hela) cancer de
préstata (PC3, DU145) cancer de higado (Huh-7), cancer de pulmén (Iner 51), cancer de
mama (MDAMB-231, MCF-7), melanoma (B16F10), sin afectar la viabilidad de lineas
celulares normales o no tumorales in vitro son similares a los obtenidos por Jason Y.Y.
Wong et al, (2008) sobre las lineas celulares de cancer endometrial AN3CA, SKUT1B,
RL95-2, KLE y de mama MCF-7, por BM Madhok et al, (2010) sobre lineas de cancer
colorectal SW480, HT29 y por Ramon C Sun et al, (2010) en lineas celulares de cancer
de mama MCF-7, T-47D, 13762MAT y V14.

La muerte inducida por apoptosis y el no generar senescencia celular parece ser el mayor
determinante de mortalidad en la linea celular de melanoma B16F10 tratadas con el
DCA-Na. Siranoush Shahrzad et al, (2010), encontraron datos similares en un estudio
sobre lineas celulares de cancer colorectal humano en donde el tratamiento con DCA en
condiciones normdxicas indujo apoptosis sobre las lineas celulares SW480 y Caco-2
pero la apoptosis disminuyo cuando estas células fueron tratadas en condiciones de
hipoxia. La apoptosis es una de los tipos de muerte celular que se prefiere sea inducida
por un agente antitumoral debido a que este tipo de muerte no genera inflamacion como
la necrosis, un ejemplo clasico de droga antitumoral que induce apoptosis es la
doxorubicina, pero recientemente se ha encontrado que esta droga tiene la capacidad de
inducir catastrofe mitdtica acompafiada por un fenotipo parecido a senescencia en ciertas
lineas celulares a diferentes dosis empleadas (Eom et al., 2005), en nuestro estudio esto
no ocurrid. Aunque la senescencia y muerte celular son mecanismos seguros a prueba de
fallos de proteccidn en contra de la tumorogénesis, ambas de estas formas de respuesta
celular pueden ser inducidas en las células de cancer, suprimiendo la progresion tumoral
(Litwiniec et al., 2009).

El crecimiento de varios tumores se encuentra relacionado a la via PKA-AMPc debido a

gue este complejo puede activar diferentes proteinas involucradas en la transduccion de
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sefiales y crecimiento celular (Caretta y Mucignat-Caretta, 2011) y el hecho de que el
DCA-Na en nuestro estudio, disminuya la actividad de este complejo PKA-AMPc e
inhiba la actividad de LDH en la linea B16F10 indica que este compuesto tiene la
propiedad de promover la regresion de estas células hacia el fenotipo glicolitico
induciendo de esta manera la muerte celular. Estos datos se relacionan en parte con los
encontrados por Ramon C Sun et al, (2010), en donde el tratamiento con DCA en la
linea celular de céncer de mama MAT disminuye la concentracion de lactato
extracelular. Esto es importante debido a que LDH se expresa y participa en el
crecimiento y mantenimiento tumoral, controlando la conversion de piruvato hacia
lactato en el proceso glicolitico celular (Fantin et al, 2006). A su vez, la expresion de
LDH es regulada por HIF-1o que al activarse conduce a la transcripcion de genes
asociados a la invasién y metéstasis (Xu et al, 2005). Aunado a esto, bajo condiciones de
hipoxia la subunidad HIF-o es estabilizada y translocada al nicleo donde este dimeriza
con HIF-1B y por union a elementos de respuesta a hipoxia activa la transcripcién de
cientos de genes blanco que participan en pasos claves de la tumorogénesis, incluyendo
angiogénesis, metabolismo, proliferacion, metastasis y diferenciacion (Semenza et al.,
2008). Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con DCA-Na en la linea
celular B16F10, tiene el potencial de disminuir la union del DNA hacia HIF-1a, lo que
pudiese conducir a una disminucién del porcentaje de invasién celular, evitando la
formacion de angiogénesis. (Duyndam et al., 2001); siendo estos resultados parecidos a
los que nosotros encontramos cuando se hicieron pruebas de invasion celular y
angiogénesis en las células B16F10 tratadas con DCA-Na. Hipoxia, es una disminucion
en los niveles de oxigeno en los tejidos, es una caracteristica del microambiente del
tumor que ha sido de considerable interés por su contribucion en incrementar la
tumorigenicidad de las células de cancer por seleccionar los clones mas metastaticos y
agresivos y por activar vias que contribuyen a la sobrevivencia de las células del cancer
las cuales pueden tener implicaciones terapéuticas importantes con estos antecedentes se
ha hipotetizado que la inhibicion concurrente de HIF y VEGF los cuales se encuentran
relacionados a la hipoxia intratumoral representaria una combinacién terapéutica l6gica
que pudiera tener aplicaciones en un numero de tumores sélidos independientes de su

alteracion genética (Rapisarda et al., 2009).
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La intencion de evaluar si la expresion de gen GAPDH es afectado por el tratamiento
con DCA-Na es debido a que este compuesto ejerce su efecto a nivel energético de la
célula, pero al emplear B-actina y 18s como normalizadores de la expresién observamos
que estos genes también se vieron afectados con el tratamiento en dosis altas. El
GAPDH es bien conocido por su funcion catalitica de convertir gliceraldehido 3 fosfato
a 1,3-bisfosfoglicerato y se ha considerado como un gen constitutivo y se emplea para
normalizar cambios en la expresion especifica del gen en analisis de Northern Blotting
RT-PCR y RT-PCR tiempo real. Sin embargo se ha demostrado que su empleo como un
gen constitutivo es inapropiado ya que se ha observado que su expresion no es hormal en
algunas muestras de tumores y su distribucion muestra un amplio rango de valores tal es
el caso de un estudio realizado en células tumorales de cancer de mama (MCF-7 y
T47D), cancer de prostata (PC3 y DU-145) las cuales fueron tratadas con amino y no
amino bifosfonatos, encontrando que el tratamiento con aminobifosfonatos disminuyd
significativamente de una manera dependiente de dosis la expresion del gen GAPDH,
datos similares fueron encontrados en este estudio en donde el tratamiento con el DCA-
Na en la linea celular de melanoma B16F10 disminuyd la expresion de gen GAPDH,
pero solo cuando se emplearon dosis altas. Con estos resultados podemos especular que
la viabilidad celular de estas células pudo verse afectada mediante la disminucién de la
expresion del GAPDH (Valentil et al., 2006).

Por otra parte la actina y sus proteinas asociadas juegan un importante papel en
componentes estructurales y funcionales tales como el mantenimiento de la morfologia
celular, adhesion celular, motilidad celular exocitosis, endocitosis y division celular.
Cuando las células de mamiferos son transformadas o progresan para adquirir potencial
metastatico la expresion de la actina y/o proteinas relacionadas a actina tienden a ser
modificadas. La B-actina es presente en células no musculares especialmente en la

submembrana y participa en el movimiento celular activo (Leeet al., 2011).

Estudios recientes de validacion del empleo de genes para control interno fueron
examinados en fibroblastos estimulados con suero como tratamiento en donde los
fibroblastos NIH-3T3 transfectados con un gen quimérico inducible fueron privados de

suero durante 24 h y después tratados con suero al 15% por 8 h, encontrando que los
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genes (-2 microglobulina y 18s RNAr son considerados estables en estudios de
estimulacion de suero, mientras la B-actina y GAPDH no lo son. Datos similares fueron
encontrados en nuestro estudio al encontrar una disminucion de la expresion causada por
el tratamiento con DCA-Na en la expresion de los genes de B-actina y GAPDH
(Schmittgen et al., 2000).

El RNA 18s codifica el RNA ribosomal, aunque los RNAs son abundantes, en la célula
el RNA 18s ha sido descrito que mantiene la estabilidad bajo algunas condiciones que
pudiesen resultar en niveles de RNA mensajero alterados. El RNA 18s ha sido empleado
como un control endégeno apropiado en experimentos en cultivo celular y biopsias. En
celulas metabdlicamente activas los genes de RNA son eficientemente transcritos para
mantener una alta demanda en la maquinaria de sintesis de proteinas. La disponibilidad
de factores estimulatorios extracelulares (tales como nutricibn o factores de
crecimiento), condiciones extracelulares (tales como mutaciones) y drogas pueden
alterar la produccién de los RNAr y RNAm en distintas maneras o en direcciones
opuestas. Es un hecho que en todas las redes de cancer la transcripcion de RNA
ribosomal se encuentra aumentada (White et al., 2008).

Nuestros resultados demuestran que la expresion de RNA 18s se disminuyé con el
tratamiento del DCA-Na solo en dosis mayores de 750 mM/mL, con esto podemos
sugerir que la disminucién de los niveles del transcrito 18s refleja una disminucién de la
maquinaria de translacion en las células de céncer B16F10. En general aunque
numerosas referencias de genes empleados normalmente para propdsitos de
normalizacion sugieren emplear al RNA ribosomal 18s, B-actina, y GAPDH, nosotros no
recomendamos su empleo en experimentos en donde se trate con DCA-Na debido a que
esta droga afecta sus niveles de expresion, por lo que deberd de buscarse otro gen
constitutivo que sea estable al tratamiento con DCA-Na, pero en este caso nos sirve para
demostrar el efecto que el DCA-Na tiene en afectar vias energéticas (GAPDH),
componentes estructurales y funcionales de las células (B-actina) y la maquinaria de

translacion de proteinas (18s).

En nuestros resultados in vivo, cuando administramos 1000 mg/kg via i.p dos veces al

dia a los ratones con tumor tratados con DCA-Na, se presentd una mortalidad asociada
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al tratamiento debido a que todos los ratones morian a los 24.33+3.51 dias de
tratamiento, ya que normalmente mueren a partir del dia 30.2+1.92 dias despues de la
inoculacion del tumor en los ratones sin tratamiento; ademas esta mortalidad prematura
se elimin6 cuando se disminuyé la dosis del DCA-Na a 500 mg/kg dos veces al dia.
Ramoén C. Sun et al, (2009); en un estudio en donde administraron el DCA a dosis oral
de 86 mg/kg/dia durante 7 dias o 200 mg/kg/dia via intraperitoneal durante 14 dias en
ratas como tratamiento para eliminar el cancer de pulmoén inducido por la inoculacion
intravenosa de células de la linea celular de adenocarcinoma mamario de rata 13762
MAT, no encontro toxicidad relacionada al tratamiento, observandose una disminucion
en el numero de focos tumorales pulmonares comparadas con el control (Sun et al.,
2009). Por otra parte observamos que el tratamiento con el DCA a dosis de 500 mg/kg 2
veces al dia, logro alargar el tiempo de muerte en un 20% de los ratones. En nuestro
estudio, se decidi6 sacrificar a los ratones a los 28 dias después de la inoculacion, una
vez recibido el tratamiento con DCA-Na, para evaluar distintos pardmetros encontrando
que el tratamiento con DCA-Na no afecto el peso de los ratones, pero si disminuyé el
volumen y el peso de los tumores ademas de evitar la metastasis hacia otros érganos,
datos similares fueron encontrados por Bonet et al, (2009) donde el tratamiento con
DCA disminuye el crecimiento del tumor. Otro dato importante es el que el tratamiento
con el DCA induce en el dia 7 la aparicion de un foco de muerte celular en el centro
tumoral, el cual empieza en algunos ratones a expandirse hasta erradicar el tumor y en
otros se mantiene presente aunque no se elimine el tumor. A nivel histopatologico se
pudo observar que el tratamiento con DCA-Na disminuyd el area de necrosis pero indujo
una gran cantidad de anisocitosis y anisonucleosis, con marcada picnosis, cariorrexis y
cariolisis y se incrementd la cantidad de células inflamatorias, principalmente linfocitos,

neutrofilos y células plasmaticas en el tumor comparadas con el control.

Con nuestros resultados y con otros a nivel mundial que demuestran su efecto como una
terapia adyuvante para el tratamiento del cancer, nosotros sugerimos que mas
investigaciones sobre esta sustancia deben de realizarse antes de ser introducida como
un tratamiento seguro y efectivo en el tratamiento de pacientes con cancer a pesar de que
encontramos datos importantes que posee este farmaco en disminuir la viabilidad celular

de varias lineas celulares de cancer, induciendo muerte celular por apoptosis, afectando
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diferentes vias metabdlicas (LDH, PKA-AMPc, HIF, GAPDH), capacidad de invasion
celular, angiogénesis asi como lograr un 20% de sobrevivencia, la disminucion del peso-

volumen tumoral, sin afectar el peso corporal y evitar metastasis a otros 6rganos.
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8. CONCLUSIONES

In vitro

El DCA-Na disminuye significativamente la viabilidad de las lineas celulares de
cancer (TC-1, Hela, PC3, DU145, Huh-7, Iner-51, MDAMB-231, MCF-7 y
B16F10) sin afectar la viabilidad celular de macréfagos peritoneales murinos en
un periodo de 72 h.

La linea celular B16F10 fue la mas sensible al tratamiento con DCA-Na,
disminuyendo en un 90% la viabilidad celular relativa en un periodo de 48 h.

ElI DCA-Na en rangos de concentracion de 75-750 mM/mL no induce
senescencia en la linea celular B16F10.

Cambios morfoldgicos fueron observados en la linea celular B16F10 al ser
tratada con DCA-Na, induciendo muerte celular por apoptosis.

El DCA-Na afecta la actividad glicolitica, disminuyendo la actividad de LDH, la
actividad de PKA-AMPc, la expresion de GAPDH, B-actina y 18s en la linea
celular B16F10.

El DCA-Na afecta la capacidad angiogénica, disminuyendo la union de HIF-
loal DNA, la invasion y la formacién de estructuras pro-angiogénicas en la
linea celular B16F10.
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In vivo

La inoculacion subcutanea con 500,000 células B16F10 en ratones C57BL/6
generd la aparicion tumoral a los 11.5+2.88 dias post-inoculacion.

La concentracion optima en el tratamiento con DCA-Na en ratones C57BL/6 fue
500mg/kg, via i.p. con una frecuencia de 2 veces/dia.

El DCA-Na logra un 20% de sobrevivencia y disminuye el volumen-peso
tumoral (sin afectar el peso corporal) y evita la metéstasis hacia la cavidad
peritoneal, intestino e higado en ratones C57BL/6 inoculados con las células
B16F10.

La resultados patologicos indicaron una disminucién de mitosis atipicas,
presentando picnosis, cariorrexis y cariolisis tras el tratamiento con DCA-Na en

el modelo murino.
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