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1. INDICE DE ABREVIATURAS
ADN.- Acido Desoxirribonucleico
ADNmM.- Acido Desoxirribonucleico mitocondrial
ADP.- Adenosin difosfato
Akt.- Proteina cinasa B
ATP.- Adenosin trifosfato
CDDP.- Cisplatino
DCA.- Dicloroacetato
ERO.- Especies Reactivas de Oxigeno
FDA.- Food and Drug Administration
GLUT 1,3.- Transportadores de glucosa 1y 3
GSH.- Glutation
IGF1/2.- Factor de crecimiento insulinico tipo 1y 2
LKBL1.- Cinasa Hepatica B1
MGMT.- Metil guanina metil transferasa
OXPHOS.- Fosforilacion oxidativa
NRF1y 2.- Factor nuclear respiratorio 1y 2
PDK.- Piruvato deshidrogenasa cinasa
PDH.- Piruvato deshidrogenasa
PGC1a/B.- Peroxisome proliferator-activated receptor y co-activador 1a
REDOX.- Oxido-Reduccién

SNC.- Sistema Nervioso Central



TFAM.- Factor de transcripcién mitocondrial A
TGF-B.- Factor de cremiento tumoral 3
TMZ.- Temozolamida

VEGF.- Factor de crecimiento endotelial vascular
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2. INTRODUCCION

El cancer se caracteriza por un crecimiento celular anébmalo y continuo que, a pesar
de los extraordinarios mecanismos de control de proliferacion y muerte celular que
hay en el organismo para prevenir su aparicion, éste encuentra la manera de
prosperar y presenta una tendencia a la invasién y a la metastasis.! Las vias de
transduccion de sefiales mitégenas, el ciclo celular y los mecanismos de muerte
celular programada o apoptosis son las que se encuentran principalmente alteradas

en este padecimiento.

Para erradicar el cancer se utilizan diversas estrategias terapéuticas como lo son:
La quimioterapia, la radioterapia y la cirugia. Con los distintos farmacos
antineoplasicos usados en la quimioterapia se busca que puedan actuar sobre una
o varias fases del ciclo celular o sobre los mecanismos de control de la proliferacion
celular. Existen varios tipos de farmacos, dependiendo de la funcion que ejercen en
la célula,? entre estos se encuentran los agentes alquilantes, cuyo mecanismo se
basa en la metilacion de las bases nitrogenadas del ADN. Otro de los grupos
ampliamente utilizados en el tratamiento contra neoplasias son los complejos de
platino, que ocasionan un efecto citostatico producido por la formacién de complejos
por su interaccion con el ADN, impidiendo asi la replicacion del mismo. Aunque se
trata de los grupos de farmacos antineoplasicos mas utilizados en la clinica para
tratamiento de varios tipos de cancer, estos también producen diversos efectos
adversos, esto es debido a su poca selectividad provocando también una afectacion
a las células sanas, ocasionando sintomas como lo son nauseas, vomito,
nefrotoxicicdad, anorexia, entre otros. Debido a estos, se han multiplicado esfuerzos
para encontrar nuevos farmacos que no ocasionen, o en todo caso disminuyan, este
tipo de efectos adversos o que potencien la citotoxicidad sobre las células

cancerigenas.

Ademas de los inconvenientes, se sabe que en la evolucion del cancer se van
produciendo nuevas alteraciones genéticas que provocan una heterogeneidad
celular y, por lo tanto, diferentes propiedades bioquimicas y tiempo de duplicacion.

Estos mecanismos estan directamente relacionados con la aparicion de

11



resistencia al tratamiento; sin embargo, es posible estudiar los mecanismos que
eluciden los puntos que contrarresten la resistencia, por lo que uno de los objetivos
principales en las areas de la investigacion es buscar combinaciones de farmacos
gue ayuden a minimizar la aparicion de resistencias y que en caso de que estas
continden, buscar afectar al tumor a través de otras vias relacionados con el
microambiente tumoral. Se ha reportado que la enzima piruvato deshidrogenasa
cinasa (PDK) favorece un microambiente alto en lactato originando un
microambiente anaerobio que facilita los estados patolégicos del cancer. Uno de los
compuestos que inhibe a esta enzima PDK, es el DCA. En este trabajo se estudio
la influencia del dicloroacetato sobre la citotoxicidad de temozolamida en una linea
celular de cancer de glioma (C6) y la citotoxicidad de cisplatino en una linea celular

de cancer epitelial de ovario (SKOV3).
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3. MARCO TEORICO

3.1 EPIDEMIOLOGIA

En 2012, a nivel mundial, se registraron 14.1 millones de casos nuevos de cancer,
8.2 millones de muertes y 32.6 millones de personas que viven con cancer dentro
de los 5 afos del diagnostico; el 57% (8 millones) de los casos nuevos de cancer,
el 65% (5.3 millones) de las muertes y el 48% (15.6 millones) de los casos con 5
afos de prevalencia ocurren en las regiones menos desarrolladas de la poblacion,
siendo la tasa general de incidencia estandarizada por edad es casi 25% mayor en

hombres que en mujeres.?

En nuestro pais, el cancer es la tercera causa de muerte en la poblacién con un total
de 73,240 defunciones en el afio 2012 (Figura 1),* presentando asi una gran
importancia en el estudio de esta patologia y en la busqueda de tratamientos que
contribuyan a la disminucion de las defunciones presentadas por esta enfermedad.

Breast

Frostate

Cervix Lter

Colorectum

Leukaemia

Owvary

Corpus uteri
Mon-Hodgkin kmphoma
Brain, nervous system
Pancreas

Kidney

M Incidence

Bladder W Mortality

0 10 20 30 40
ASR (W) rate per 100,000

Figura 1. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer en
México.3
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3.2 Caracteristicas generales del cancer

El cancer puede ser definido como un estado multifacético de desregulacion celular,

el cual afecta principalmente el control de la proliferacion, muerte y la ruta empleada

para la obtencion de energia,® aunque estos son los principales mecanismos

celulares que se encuentran descontrolados no son los uUnicos. Algunos autores

mencionan que existen 6 marcadores relacionados con el funcionamiento de la

célula (Figura 2) que le brindan al cancer capacidades que contribuyen al

crecimiento tumoral y su diseminacién.® Las cuales son:

Sefiales de control de metabolismo y proliferacidn celular: Los tejidos
normales tienen controlada la produccion y el desarrollo de las sefales
promotoras del crecimiento. En células tumorales ésta regulacién esta
descontrolada, ademas de que las células adquieren la capacidad de
producir de manera sostenida estas sefiales de proliferacion por
multiples mecanismos, lo que se traduce en una subsecuente

proliferacion descontrolada de la célula.

Evasion de supresores de crecimiento: Las células normales deben
tener mecanismos circundantes que regulen de manera negativa la
proliferacion celular, estas acciones dependen de genes supresores
de tumores, los cuales se encuentran suprimidos en las células
tumorales por diversos mecanismos por medio de proteinas
involucradas como lo son LKB1, el producto citoplasmico del gen NF2
y TGF-B.

Resistencia a la muerte celular: Las células tumorales desarrollan una
variedad de estrategias para evadir la apoptosis como, por ejemplo, la
pérdida de la funcion de p53, el aumento en la expresién de
reguladores anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-X) o de sefiales de
supervivencia (Igf1/2) o la inhibicion de factores pro-apoptoticos (Bax,

Bim, Puma).

Activacion de la inmortalidad replicativa: Esta se da por actividad de

una proteina denominada telomerasa. Esta actla sobre los telomeros
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(repeticiones en tandem que se encuentran al final de los cromosomas
y que determinan la cantidad de veces que puede dividirse una célula),
elongando el ADN telomérico, por lo que la célula se puede dividir un

ndmero ilimitado de veces.

* Induccion de angiogénesis: Se produce para atender la necesidad del
tumor de nutrientes y oxigeno, por lo que se generan nuevas células

endoteliales que, posteriormente, daran origen a los vasos.”’

e Activacion de la invasion y la metéastasis: El proceso de invasion y
metéstasis ha sido esquematizado por una secuencia de pasos:
Invasion local, intravasacion de células tumorales, transito a través del
sistema linfatico y hematdgeno, extravasacion, formacion de
pequefios nddulos (micrometastasis) y finalmente el crecimiento de las
lesiones micrometastasicas en tumores macroscopicos (colonizacion).
Se cree que las células que han sido sometidas a un estimulo distinto
de factores de transcripcion por influencia de su microambiente de la
matriz extracelular, son las que usualmente van a presentar este
fenotipo, aunque no esta del todo descrito el mecanismo por el cual se

presentan estas caracteristicas. 8

Sefales del metabolismo
y proliferacion celular

Resistencia a la muerte Evasion de supresores
celular de crecimiento

Induccién de Activacion de invasion
Angiogénesis y metastasis

Activacion de la
inmortalidad replicativa

Figura 2. Marcadores principales del cancer.®



Otro de los problemas del cancer es la resistencia al tratamiento, la cual depende
de la etapa de progresion de la enfermedad y del tipo de neoplasia. En este trabajo
se estudiaron dos neoplasias: glioblastoma multiforme y cancer epitelial de ovario
debido a que clinicamente se ha reportado una baja respuesta a su tratamiento y

en consecuencia una sobrevida no mayor a dos afios después de su diagnaostico.

3.2.1 Glioma

Es el tumor de células gliales mas comun y agresivo del SNC con aproximadamente
un 30 a 45% de frecuencia y que presenta una supervivencia de entre 12 y 14 meses
después de su diagnoéstico. Es caracterizado por una poblacién celular muy
heterogénea que es genéticamente inestable®, presenta una proliferacion celular
descontrolada, alta vascularizacion, adaptacion a condiciones de hipoxia,
resistencia a la apoptosis, heterogeneidad tumoral, entre otras®. Aunado a esto,
estan las dificultades que representa encontrar un tratamiento eficaz y que pueda
atravesar la barrera hematoencefédlica y que, ademds, tenga una baja

neurotoxicidad.

3.2.1.1 Temozolamida

La Temozolamida (TMZ) es el antineoplasico utilizado como primera linea de
tratamiento de glioblastoma multiforme. Presenta diversas ventajas como una
buena biodisponibilidad y distribucion cuando es administrada por via oral y
atraviesa la barrera hematoenceféalica en un 30%,% ademas de que no requiere del
metabolismo hepatico para su activacién. Esta se cataloga como un pro-farmaco
(farmaco que necesita ser activado por el organismo para ejercer su efecto) que
como se muestra en la Figura 3, al ingresar al organismo se trasforma a MTIC,
posteriormente ocurre la liberacion del cation metildiazonio, que es el que dona el
grupo metilo que interacciona con la Guanina, ocasionando la formacién de un

aducto y, por lo tanto, impidiendo la correcta lectura y transcripcién del ADN.1°
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Figura 3. Mecanismo de accion de TMZ10,

3.2.2 Cancer epitelial de Ovario

Es la neoplasia ginecoldgica més mortal, debido a que, al momento de su
diagnéstico, la mayoria de las pacientes presentan un estado muy avanzado y a
pesar de la cirugia y la quimioterapia a base de compuestos de platino, sélo el 4.1%
sobrevive 5 afios después del diagnéstico.® Su principal manifestacion clinica es la
presencia de una masa pélvica o abdominal, acompafada o no de dolor abdominal,
que puede ser agudo o crénico, segun ocurra o0 no la torcidon ovérica. Una de las
principales caracteristicas de este tipo de tumores es que presentan una resistencia
a los farmacos derivados del platino o que la sensibilidad a éste no es mayor a 6
meses!!, siendo un gran problema, debido a que el cisplatino es el farmaco de

primera linea para tratar este tipo de cancer.
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3.2.2.1 Cisplatino

El cisplatino [cis-diaminodicloroplatino (11)] es un complejo de coordinacion
(sustancia constituida por un atomo central, generalmente un metal, al que se une
uno o varios ligandos) originalmente sintetizado por M. Peyrone en 1844 y su
estructura fue primeramente elucidada por Alfred Werner en 1893. Fue aprobado
como tratamiento para el cancer por la FDA en 19782, Es uno de los complejos
mas activos utilizado en la terapia de distintos tipos de cancer. La forma neutra del
cisplatino puede entrar a la célula a traves de la barrera lipidica tanto por difusion
pasiva como por el transportador de cobre CTR1, el cual es independiente de ATP
y saturable. Una vez dentro de la célula, puede ser inactivado por la union con
glutation (GSH) y también puede ser expulsado de la célula a través de proteinas

transportadoras de cobre tipo ATPasa denominadas ATP7B o ATP7A3 14,

Su actividad anti-tumoral resulta de la modificacion del DNA a través de la formacion
de aductos en la hebra lider, preferentemente entre (G7-G7), (G7-A7).*® Estos
interfieren con la transcripcion, traduccion vy, por lo tanto, conduce a la apoptosis
celular (Figura 4).13 Ademas, se ha comprobado que posee la capacidad de detener
la division celular (arresto celular), y posteriormente llevar a las células a una muerte

por apoptosis.®
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Figura 4. Mecanismos moleculares del cisplatino para el tratamiento
del cancer.*?

A pesar del uso de farmacos con mecanismos de accidon como los descritos
anteriormente, la respuesta a estos farmacos no es suficiente para erradicar el
cancer en los pacientes por lo que se buscan nuevas estrategias para mejorar esta
respuesta. En los Ultimos afios, se ha despertado un gran interés en las rutas
metabdlicas que estan presentes en las neoplasias y su influencia en la

supervivencia y respuesta al tratamiento.

3.3 Caracteristicas metabodlicas del cancer

Se ha reportado que el crecimiento y la supervivencia del tumor producen una
adaptacion del metabolismo celular. Algunos autores (Cairns, Harris & Mak, 2011)
proponen que estas alteraciones metabdlicas podrian ser consideradas como

marcadores cruciales del cancer® (Figura 5).
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Entre estos multiples mecanismos, destacan tres principalmente que estan

relacionados con las necesidades basicas de la division celular:
e La generacion rapida de ATP para mantener los niveles energéticos
e Elincremento en la biosintesis de macro moléculas

e El riguroso mantenimiento de un estado de 6xido-reduccion (REDOX)
apropiado

Genetic alterations Tumour microenvironment

(affecting p53, MYC, (hypoxia, pH, nutrients
AMPK, PI3K and HIF1) and autophagy)
l <~ Abnormal , ]

metabolic
phenotype

™

Bioenergetics Biosynthesis Redox

Nature Reviews | Cancer

Figura 5. Determinantes del fenotipo metabdlico del tumor.16

3.3.1 El efecto Warburg

La mayoria de la energia que las células necesitan para vivir es producida en la
mitocondria a través de un proceso llamado Fosforilacion Oxidativa. Este proceso
acopla la fosforilacién del NADH y FADH: con la fosforilaciéon del ADP a ATP. Es un
proceso oxigeno-dependiente, debido a que los electrones resultantes de la
oxidacion del NADH y FADH: seran aceptados por el Oxigeno (O2). Aunque es el
proceso mas importante para la obtencién de energia, no es el Unico. Las células
también pueden producir ATP por medio de la glicdlisis aerobia. Este proceso se
lleva a cabo en el citosol y no requiere Oxigeno, '’ consiste en la ruptura de una
molécula de glucosa en 2 moléculas de piruvato, resultando en la produccién de 2

moléculas de ATP. En este sentido, fosforilacion oxidativa es mas eficiente que la

20



glicolisis para la generacién de ATP, debido a que por cada molécula de glucosa,

se generan 36 ATPs (Figura 6).18

Glucose
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Glucose
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\ Pyruvate
J Lactate l
Lactate
CO,
Oxidative Anaerobic
phosphorylation glycolysis
-36 mol ATP/ 2 mol ATP/
mol glucose mol glucose

Figura 6. Representacion de las diferencias entre fosforilacion
oxidativa y glicolisis.*®

En la primera mitad del siglo XX, Otto Warburg observo que las células cancerosas

presentaban un aumento en la glicolisis aun en presencia de 02'°, produciendo 4

moles de ATP en lugar de 2. A esto se le conoce como el “Efecto Warburg” (Figura

7).
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Glucose
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Figura 7. Representacion del efecto Warburg en células cancerosas.'®
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Se ha demostrado que la activacion de la glicolisis juega un papel crucial en el
desarrollo del cancer. La acumulacion de los metabolitos de la glucosa causados
por la activacion constitutiva de la glicolisis, dan como resultado una activacion del
factor inducible de hipoxia (HIF-1), lo que produce un aumento en la transcripcion
de genes que codifican, por ejemplo, para proteinas involucradas en el metabolismo
de la glucosa, resistencia a la apoptosis, invasion, metastasis, angiogénesis, entre

otras.l’

3.3.2 Funcion mitocondrial

La mitocondria es un organulo considerado el corazon del metabolismo celular.
Cada célula contiene 100 o mas mitocondrias. Es el sitio donde se lleva a cabo la
generacion de ATP, ademas de que contiene una gran variedad de proteinas que
son necesarias para la promocion celular, la prevencion de la muerte celular y la

programacion de la muerte.®

Presenta su propio ADN (ADNm), el cual esta regulado por factores de transcripcion
(NRF1, NRF2 y TFAM) y coactivadores (PGC1a/B). TFAM, ademas regula la
replicacion y brinda cierto tipo de proteccion al genoma.?? A pesar de ello, se pueden
producir mutaciones; existen zonas que son mas susceptibles y que usualmente se

presentan en tejidos que tienen altas demandas de energia.??

Se sabe que las mutaciones afectan seriamente el nimero de copias del genoma
mitocondrial, asi como la funcién mitocondrial. Para que una mutacion se manifieste
en términos de la alteracion de una funcién, mas del 60% de las copias del ADNm
deben tener esa mutacion.?* A este fenémeno se le relaciona la importancia de la
mitocondria en la iniciacibn tumoral, la tumorgenicidad, las propiedades
metastasicas de las células y las complicaciones particulares en la terapia. Con
estos cambios, se producen diversos efectos en la mitocondria que van desde una
disminucién en sus funciones hasta el cambio de ruta por la cual se obtiene energia,
el cual se relaciona con la malignidad de la célula, ya que esta disfuncién
bioenergética esta relacionada con vias que regulan el crecimiento celular,
contribuyen a la supervivencia de la célula por la activacion de la proteina cinasa B

(Akt) y la activacion del factor inducible de hipoxia (HIF-1).2°
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La disminucion en la funcion mitocondrial tiene muchas implicaciones en diversas
vias que controlan la proliferacion y la muerte celular. Una de las vias que se
encuentra afectada es la apoptosis dependiente de la actividad mitocondrial, %! lo
gue representa una ventaja adicional para las células tumorales debido a que la

muerte por esta via se encuentra inhibida.

Por otro lado, se sabe que la mitocondria es la mayor fuente de especies reactivas
de Oxigeno (ERO). Este dafio oxidativo contribuye a la disfuncion y la muerte
celular. Como era de esperarse, la produccion de estas especies se encuentra
disminuida en los tumores, debido a la condicion de hipoxia que se presenta en el

microambiente tumoral.26

APOPTOSIS
Morfologia mitocondrial Membranas intactas
intacta
Fragmenlos "
DNA
Cambios nucleares Cuerpos apoptéticos
Célula normal Condensacién Fragmentacion Necrosis secundaria

Figura 8. Representacion de la progresion de la apoptosis.?°

3.4 Resistencia al Tratamiento

Un gran numero de farmacos antineoplasicos ejercen su efecto por medio de la
interaccion con los acidos desoxirribonucleicos (ADN). Estos representan al grupo
mas utilizado en la clinica?’. Su mecanismo de accién involucra una interferencia en
el procesamiento del ADN, conduciendo a una muerte celular, usualmente por la via

de apoptosis.

La falta de eficacia de la quimioterapia de varios tipos de cancer es en gran parte,
por el desarrollo de la multirresistencia a farmacos. Los mecanismos de resistencia
pueden estar relacionados con la disminucion de la acumulacion de farmaco en el
interior de la célula, la evasion de la apoptosis y mecanismos de la reparacion del
ADN.%8
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Para el glioma, especificamente, se ha documentado la resistencia mediada por la
proteina de reparacion del DNA MGMT. Esta enzima tiene como funcion principal,
remover grupos metilo en 06-MeG (que son las metilaciones que produce la TMZ).
Durante este proceso, la base metilada es expuesta hacia afuera de la doble hélice
y asi pueda actuar la enzima en su sitio de accion. También estd asociada esta
resistencia con un aumento en la expresion de la proteina y con la metilacion del

promotor de la misma. 2°

En el caso de cisplatino, algunos pacientes cuyos tumores presentan una buena
respuesta al inicio del tratamiento, con el paso del tiempo generan una resistencia,
la cual se ha investigado, es causada por mdultiples mecanismos, los cuales
ocasionan la diminucion de la acumulacion del farmaco, aumento de los tioles
intracelulares y un aumento en la reparacién del ADN.'® Varios de los mecanismos
gue se han propuesto para el desarrollo de esta resistencia incluyen la alteracion
del influjo y/o eflujo del farmaco, aumento en la eliminacion por medio de un
aumento de los niveles de tioles o glutatiébn, un mejoramiento en la capacidad de
reparacion del ADN o por la regulacion de rutas bioquimicas especificas®® (Figura
9).

Cytoplasm

Nucleus

DNA-monoadducts €= Cisplatin ¢ Cisplatin

\h\(;[\'l} g

DNA-crosslinks Quench

GS-Pt complex

Inhibitory effect on
protein synthesis

Figura 9. Mecanismos de resistencia de Cisplatino.*3

24



3.5 Quimiosensibilizacion.

Debido a la resistencia a la quimioterapia que se muestra en la mayoria de los tipos
de cancer es necesario buscar estrategias para aumentar la respuesta a la terapia.
Una de estas estrategias ha sido el reposicionamiento farmacologico. Esto se refiere
al uso de farmacos que fueron desarrollados para un padecimiento distinto para el
que fue disefiado. Esto implica la administracion de 2 farmacos, cuyos blancos de
accion son distintos. La finalidad de esta estrategia es lograr un aumento en el
efecto citotoxico de los agentes antitumorales'#, modificando el ingreso y/o

permanencia del farmaco en la célula.

Para llevar a cabo esto, se han utilizado farmacos que cumplen con caracteristicas

particulares:

e Farmacos relativamente baratos, a los que los pacientes pueden tener

acceso de manera sencilla.
e Farmacos libres de patente.

e Farmacos que presente efectos adversos minimos o bien

caracterizados.
e Farmacos con caracteristicas farmacoldgicas bien establecidas.

En este trabajo se propone el uso de una molécula pequefia, como el dicloroacetato,
para combinarse con dos agentes antineoplasicos que son comunmente utilizados
en la quimioterapia, como lo son el cisplatino y la temozolamida. Este farmaco
cumple con las caracteristicas de ser barato, accesible, no presenta efectos
adversos importantes y cuyas caracteristicas farmacoldgicas se encuentran bien
establecidas. Y principalmente por su mecanismo de accibn que es actuar
inhibiendo la PDK, provocando una reactivacion en la fosforilacion oxidativa para la
obtencion de ATP.

25



3.5.1 Dicloroacetato

Es una molécula pequefia y relativamente barata denominada “medicamento
huérfano” utilizado para el tratamiento de la acidosis lactica en pacientes
pediatricos. Su mecanismo de accidn se basa en la inhibicion de la enzima piruvato
deshidrogenasa cinasa (PDK), favoreciendo la actividad de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) y asi, la transformacion del piruvato a Acetil CoA. (Figura
10)

METABOLISMO CELULAR NORMAL METABOLISMO CELULAR ALTERADD MECAMISMO DE ACCION DEL DCA
Glucosa Glucosa Glucosa
Alisi Glucolisis
Glucdlisis Glucdlisis @ DCA
Lactato Piruvato Lactato / Piruvato POK ——
Piruvato PDK
) ’7-4‘
PDH /PDH/‘/ PDH
Ciclo de Krebs Ciclo de Krebs Ciclo de Krebs
ATP ATP
ATP

Figura 10. Representacién del mecanismo de accién del DCA. 32

La importancia de este compuesto radica en que tiene la capacidad de contribuir a
qgue el piruvato presente en la célula pueda ser descarboxilado por la PDH vy asi,
pueda entrar al Ciclo de Krebs, completando la oxidacién de la glucosa en la matriz
mitocondrial, generando 36 ATPs por la via de la fosforilacién oxidativa 2 revirtiendo

asi el efecto Warburg y todas las implicaciones de este en el metabolismo celular.

Existen diversos estudios en los cuales se ha utilizado el dicloroactetato en el
tratamiento de diversos tipos de cancer donde se presenta una conversion del uso
de la fosforilacion oxidativa por glicolisis anaerobia para la obtencion de energia,
donde el microambiente tumoral es hipoxico y/o donde se presenta una
hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial, para observar si este puede
provocar una reversion de estas anomalias y asi hacer mas susceptibles a las

células tumorales al tratamiento.
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En el presente trabajo se eligieron 2 lineas celulares de cancer; la primera, SKOV3,
es una linea de células epiteliales de ovario, proveniente de una paciente caucasica
de 64 afios®3; mientras que C6 es una linea de células gliales (fibroblastos) de rata
provenientes de un tumor cerebral inducido con N-nitrosometilurea.®* Una de las
caracteristicas sobresalientes de estas lineas es que presentan una resistencia
natural al tratamiento. También se ha estudiado que presentan condiciones
tumorales que pudieran ser blanco de accion para el dicloroacetato, por lo tanto,
este pudiera contribuir a aumentar la susceptibilidad de las células a los tratamientos

utilizados en la clinica.
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4. HIPOTESIS

El dicloroacetato incrementara el efecto citotoxico de temozolamida y cisplatino en
las lineas celulares de glioma y ovario, respectivamente, a través de la generacién

de especies reactivas de oxigeno y apoptosis.

5. OBIJETIVOS

5.1 OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del dicloroacetato sobre la citotoxicidad generada por
temozolamida en células de cancer de glioma y cisplatino en células de cancer de

ovario.

5.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto citotéxico que genera la combinacion de temozolamida y

dicloroacetato en la linea celular de glioma C6.

2. Evaluar el efecto citotdéxico que genera la combinacion de cisplatino y

dicloroactetato en la linea celular de cancer de ovario SKOV3.

3. Determinar la generacion de especies reactivas de oxigeno en la linea celular de
cancer de ovario SKOV3 después de la exposicion combinada de dicloroacetato y

cisplatino.

4. Determinar el porcentaje de apoptosis en la linea celular de cancer de ovario

SKOV3 después de la exposicion combinada de dicloroacetato y cisplatino.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 FARMACOS Y REACTIVOS

El dicloroacetato (Sodium Dichloroacetate. 98%, 347795-50G), el cisplatino (cis-
Diamine platinum (II) dichloride, 479306-1G) y la temozolamida (T2577-100MG)
fueron utilizados de la marca Sigma Aldrich®.

6.2 LINEAS CELULARES

La linea celular de glioma C6 fue obtenida de American Type Culture Collection,
ATC (Rockville, U.S.A.). Estas fueron cultivadas en condiciones de esterilidad en
medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM (Gibc, Grand Island, N.Y. U.S.A.)
suplementado con el 5% de suero fetal bovino e incubado a 37°C con una atmosfera
de 5% de CO..

La linea celular de cancer de ovario SKOV3 fue obtenida de American Type Culture
Collection, ATC (Rockville, U.S.A.). Estas fueron cultivadas en condiciones de
esterilidad en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM (Gibc, Grand
Island, N.Y. U.S.A.) suplementado con el 10% de suero fetal bovino e incubado a

37°C con una atmosfera de 5% de COa.
6.3 ESQUEMA DE EXPOSICION A LOS FARMACOS.

Las células se cultivaron en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al
10%, para la linea SKOV3y al 5% para la linea celular C6 en cajas de 75 cm? (Esta
disminucion en el porcentaje de suero fetal bovino se llevé a cabo debido a la alta
tasa proliferacion que presenta la linea celular C6). Una vez que la confluencia
alcanzé aproximadamente el 90%, las células se despegaron con una solucion de
PBS-EDTA 0.1 M y se contaron mediante la técnica de azul tripano. Para la linea
de cancer de ovario SKOV3 se establecié que el nimero optimo de células por pozo
fue de 7,000, mientras que para la linea de glioma C6 se establecio que el nUmero
optimo de células fue de 4,000. Una vez sembradas en placas de 96 pozos, las
células fueron expuestas a un rango de concentraciones y tiempos de exposicion

para cada farmaco; para las exposiciones individuales se establecié para SKOV3
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que las concentraciones de cisplatino fueron de 0 a 333 uM por 48 horas con
exposicion diaria; mientras que para las células C6 las concentraciones de
temozolamida fueron en un rango entre 0-1000 uM por 72 horas de exposicion
diaria. Los tratamientos combinados con DCA fueron para las placas combinadas:
Para SKOV3 cisplatino: 10, 25y 50 uM y DCA: 10, 20, 40, 75y 100 mM, y para C6
se utilizé temozolamida: 25, 50 y 100 uM y DCA: 1, 5, 10, 20 y 30 mM. Estas
concentraciones fueron determinadas mediante las curvas de exposicion individual

de cada farmaco.

6.4 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

6.4.1 VIABILIDAD CELULAR UTILIZANDO EL ENSAYO XTT

Después de la exposicion a las diferentes combinaciones de los farmacos, se utilizd
un Kit de proliferaciéon (XTT) (Roche Diagnostics GmbH), utilizando 125 pL del
reactivo por pozo a una concentracion de 0.15 mg/mL. Las placas se incubaron por
2 horas. Una vez transcurrido este tiempo, la reaccién se ley6 en un lector de ELISA
(Thermo Electron Corporation, Fisher Scientific) a 690 nm y a 492 nm. La viabilidad
se determind mediante la comparacion de los pozos control, representando éstos el
100% de viabilidad.

6.4.2 VIABILIDAD CELULAR UTILIZANDO EL ENSAYO DE CRISTAL VIOLETA

La viabilidad celular se corrobor6 con el ensayo de cristal violeta, para esto después
de la exposicion de los tratamientos con las diferentes combinaciones de los
farmacos, las células se fijaron a la placa con una solucion al 4% de formaldehido
durante 4 horas. Una vez fijadas, las células se tifieron con solucién de cristal violeta
al 0.1% en PBS a cada pozo y se incubaron por 2 horas con agitacién constante.
Posteriormente el cristal violeta se retir0 y se realizaron lavados PBS. Al final, las
células tefiidas se resuspendieron en acido acético al 33% y la reaccidn se ley6 en

el lector de ELISA (Thermo Electron Corporation, Fisher Scientific) a 570nm.

Para finalizar, se tomaron fotografias de las células que fueron expuestas a los
tratamientos con el programa Cells Entry con ayuda de un Microscopio (Olympus
1X51) a cada caja.
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6.5 DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

La determinacion de la generacion de ERO después de los tratamientos se llevo a
cabo por citometria de flujo con un equipo Guava® easyCyte Single Sample Flow
Cytometer utilizando el ensayo de Anexxin V. Para esto se sembraron 1.5x10°
células SKOV3 en cajas de 25 cm? y se expusieron a los siguientes tratamientos:
cisplatino solo (5 pM y 8.5 uM), DCA solo (50 mM y 75 mM) vy las combinaciones
de CDDP/DCA (5 uM / 50 mM) y (8.5 uM/ 75 mM). Las células fueron lavadas y
tripsinisadas con solucion PBS-EDTA 0.1 M-tripsina y se centrifugaron a 2000 rpm
durante 8 minutos. El pellet se resuspendié en medio DMEM vy las células se
contaron con el ensayo de azul tripano utilizando el equipo TC20 Automated Cell
Counter (Bio-RAD). Posteriormente se tom6 200,000 células en 200 uL, se agreg6
10 mM del reactivo Carboxy H2 DCFDA, se incubd a temperatura ambiente y
condiciones de obscuridad por 30 minutos. Se ley6 la fluorescencia de cada muestra
en un citbmetro Guava® easyCyte Single Sample Flow Cytometer con un nimero
de 5,000 eventos, utilizando como control positivo un grupo de células tratado con

H202 a una concentracion de 4 mM.

6.6 DETERMINACION DE APOPTOSIS

Las células SKOV3 fueron sembradas a una densidad de 1.5x10° células SKOV3
en cajas de 25 cm?. El esquema de tratamiento fue el mismo utilizado para el ensayo
de ERO. Después de que las células fueron lavadas, tripsinisadas y contadas, se
agregd 100 pL del reactivo Guava Nexin® Annexin V Assay y se incub6 a
temperatura ambiente, en condiciones de obscuridad por 20 minutos. La
fluorescencia de cada muestra se leyé en un citbmetro Guava® easyCyte Single
Sample Flow Cytometer con un nimero de 10,000 eventos.
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Para la determinacién de apoptosis se utilizd un grafico de dispersion de 4
cuadrantes cuyos ejes muestran si la célula analizada es positiva y/o negativa tanto

para Anexina como para 7AAD (Figura 11).
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Figura 11. Cuadrantes obtenidos en un analisis de apoptosis mediante citometria de
flujo.

6.7 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico para la determinacién de la citotoxicidad generada por las
combinaciones de los farmacos se llevé a cabo mediante el programa IBM SPSS
Statistics. Se realizaron comparaciones de medias mediante ANOVA de una via y
posteriormente una prueba posthoc Bonferroni con un a=0.05. El analisis estadistico
para la determinacién de ERO y Apoptosis se llevo a cabo mediante el programa
SigmaStat. Se realizaron comparaciones de medias mediante ANOVA de una via 'y
posteriormente una prueba de Tukey con un a=0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 CITOTOXICIDAD DE LOS FARMACOS INDIVIDUALES.

A partir de las curvas de concentracion-efecto se determiné la Clso de cada farmaco
aplicado de manera individual, de este valor se establecieron las concentraciones

de cada farmaco para ser combinadas con el DCA.

En las figuras 12 y 13 se muestran los resultados derivados de las curvas de
concentracion-efecto de temozolamida en la linea celular C6 y de cisplatino en la
linea celular SKOV3, observando una disminucion de la viabilidad celular con
respecto al incremento de las concentraciones de cada farmaco. A partir de estas
curvas se determinaron las Clso para cada farmaco individual, las cuales fueron 115
UM para temozolamida en la linea C6 y 16 uM para cisplatino en la linea celular
SKOV3.

En lafigura 14 se muestran los resultados derivados de las curvas de concentracion-
efecto de dicloroacetato tanto en la linea celular C6, como en la linea SKOV3,
observando una disminucion en la viabilidad celular respecto al incremento de las
concentraciones. A partir de estas curvas se determinaron las Clso para cada linea

celular, las cuales fueron 33 mM para C6 y 75 mM para SKOV3
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Figura 12. Viabilidad de la linea celular C6 después de la exposicion
a Temozolamida. Cada punto representa una n=8 repeticiones.
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Figura 13. Viabilidad de la linea celular SKOV3 después de la
exposicion a Cisplatino. Cada punto representa una n=8 repeticiones

34



100 —— C6
-=— SKOV3

% Viabilidad
3

O 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

DCA [mM]

Figura 14. Viabilidad de las lineas celulares C6 y SKOV3 después de
la exposicion a Dicloroacetato.

7.2 EFECTO CITOTOXICO DESPUES DE LA COMBINACION DE TMZ Y DCA EN LA LINEA
CELULAR C6

En la figura 15 se observa una disminucion en la viabilidad celular en presencia de
concentraciones crecientes de TMZ. Sin embargo, esta disminucion fue mayor
cuando las células fueron expuestas a la combinacién de TMZ y DCA 20 y 30 mM,
siendo estadisticamente significativa con la concentracion de 30mM de DCA. En la
tabla 1 se presentan los resultados de la Clso obtenidos, observando una

disminucién en esta cuando se combina la TMZ con el DCA 20 y 30 mM.
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Figura 15. Viabilidad celular de la linea C6 después de la exposicion de TMZ
sola o combinada con DCA. Cada punto representa una n=3 experimentos
independientes +E.E. *Diferencia estadisticamente significativa de la
combinacion TMZ+30mM DCA respecto a TMZ sola. *p<0.05

Tabla 1. Clso de temozolamida sola o combinada con DCA.

Clso
TMZ soLA 115 uM
DCA soLo 33 MM

TMZ + 20 MMDCA | 44.5 uM

TMZ+30 MMDCA 8.3 uM

7.3 EFECTO CITOTOXICO DESPUES DE LA COMBINACION DE CDDP Y DCA EN LA
LINEA CELULAR SKOVS3.

En lafigura 16 se observa una disminucion de la viabilidad celular de la linea SKOV3
en presencia de concentraciones crecientes de CDDP. Sin embargo, esta
disminucion fue mayor cuando el CDDP se combind con el DCA, siendo

estadisticamente significativo con las concentraciones de 75y 100 mM de DCA.
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Figura 16. Viabilidad de la linea celular SKOV3 después de la exposicion de CDDP solo o
combinado con DCA. Cada punto representa una n=3 experimentos independientes +E.E.

Tabla 2. Clso de cisplatino solo o combinado con DCA.

Clso
CDDP soLO 16 uM
DCA soLo 75 MM

CDDP + 75 MMDCA | <10 uM

CDDP+100 MMDCA | <10 uM

Para corroborar nuestros resultados de viabilidad celular obtenidos con el ensayo
de XTT se realizé la evaluacion de la viabilidad celular con los mismos tratamientos

utilizando el método de cristal violeta observando resultados similares al ensayo de
XTT.
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En las imagenes de las figuras 17 y 18 podemos observar un aumento significativo
en la muerte celular después de los tratamientos. Se presenta una mayor muerte
con la combinacion de CDDP con DCA. Ademas, las células cuando se exponen
tanto a DCA solo como combinado con los antineoplasicos cambian su morfologia,

siendo mas alargadas.

Figura 17. Imagenes representativas del crecimiento celular después de la
exposicién a los farmacos con concentraciones de 5 uM CDDP, 50 mM DCA'y su

combinacién con un aumento 10X.
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Figura 18. Imagenes representativas del crecimiento celular después de la
exposicidon a los farmacos con concentraciones de 8.5 uM CDDP, 75 mM DCA 'y
su combinacién con aumento 10X.

7.4 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO DESPUES DE LOS TRATAMIENTOS INDIVIDUALES
Y COMBINADOS CON DCA.

Para la evaluacion de las especies reactivas de Oxigeno con los tratamientos solos
0 combinados, las concentraciones fueron elegidas a partir de los resultados
obtenidos de la viabilidad celular. Para el caso del CDDP se eligieron dos
concentraciones (5 y 8.5 uM) Las cuales corresponden a la Clxo y Clso. Estas
concentraciones fueron combinadas con DCA a 50 mMy 75 mM, que corresponden
a la Clsoy Clso, respectivamente.

Los resultados mostrados en las figuras 19 y 20, fueron normalizados al valor del
grupo control. Se puede observar un aumento en la intensidad de la fluorescencia
tanto con la exposicion de los farmacos individuales como en las combinaciones
con DCA. Estos resultados se corroboran con el desplazamiento del pico tanto de
los tratamientos individuales como las combinaciones hacia la derecha, como se
observan en los histogramas (Figuras A 19y 20). Sin embargo, este desplazamiento

fue mayor cuando se expuso la combinacion de CDDP con DCA, siendo
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estadisticamente significativo con ambas combinaciones; 5 uM CDDP+ 50 mM DCA
(Figura 19) y 8.5 uM de CDDP + 75 mM de DCA (Figura 20).
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Figura 19. Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) después de los
tratamientos con CDDP 5 uM y DCA 50 mM. A) Histogramas representativos
de cada tratamiento, B) Promedio de 3 experimentos independientes + D.E.

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control; p<0.05
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Figura 20. Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) después de los tratamientos
con CDDP 8.5 puM y DCA 75 mM. A) Histogramas representativos de cada
tratamiento, B) Promedio de 3 experimentos independientes * D.E.

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control; p<0.05
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7.5 DETERMINACION DE APOPTOSIS

Para la evaluacion de la apoptosis con los tratamientos solos o combinados,
las concentraciones fueron elegidas a partir de los resultados obtenidos de
la viabilidad celular. Para el caso del CDDP se eligieron dos concentraciones
(5 y 85 puM) Las cuales corresponden a la Clz y Clso. Estas fueron
combinadas con DCA 50 mM y 75 mM, que corresponden a la Clsoy Clso,

respectivamente.

Los resultados se muestran en la figura 21 y 22, fueron normalizados al valor
del grupo control y se grafico el incremento del porcentaje relativo de
apoptosis. Como se puede observar en la figura 21 no hubo un incremento
en la apoptosis cuando se utilizaron las concentraciones de 5 pM y 50 mM
de DCA y su combinacién. Sin embargo, aunque la diferencia no alcanzé a
ser significativa, se observa una tendencia al incremento cuando se utilizaron
las concentraciones de 8.5 uM de CDDP, 75 mM de DCA y su combinacion
(Figura 22).
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8. DISCUSION

Durante muchos afios se han buscado nuevas estrategias que sean efectivas
para combatir el cancer y prolongar la sobrevida de los pacientes. Una de
estas estrategias se ha enfocado en la busqueda de farmacos que afecten el

metabolismo de las células tumorales3®.

En este trabajo se investigo el posible efecto citotoxico de DCA combinado
con temozolamida en células de glioma y de cisplatino en células de cancer
epitelial de ovario; a pesar de que se ha demostrado la eficacia del DCA en
distintos tipos de cancer, a la fecha, existen pocos reportes que lo utilizan en

combinacién con agentes antineoplasicos.

El dicloroacetato es una molécula pequefia considerada como un farmaco
con implicacion en el metabolismo celular. Estudios clinicos han demostrado
gue el DCA reduce los niveles de lactato en pacientes con acidosis lactica y
sepsis.®®* También se ha reportado que el DCA activa a la piruvato
deshidrogenasa (PDH) por la inhibicién de la piruvato deshidrogenasa cinasa
(PDK) de manera dosis dependiente, y cuyos resultados muestran un
incremento en las concentraciones de piruvato en la mitocondria,
restaurando asi su funcionalidad, induciendo la apoptosis.® La actividad
antitumoral del DCA ha sido demostrada en diversos tipos de cancer, como
pulmén, mama, glioblastoma, endometrio y préstata.**3 Ademas, este
farmaco presenta diversas ventajas, como una biodisponibilidad de casi el
100% cuando se administra por via oral y puede atravesar la barrera

hematoencefélica.

La mitocondria ha sido identificada como uno de los principales blancos,
debido a su papel central en la via de la apoptosis y en el metabolismo
celular. 3¢ El marcador mas comun de las células tumorales es que estas
producen altas concentraciones de acido lactico por el metabolismo de la
glucosa aun en presencia de oxigeno, para obtener energia®’ (glicolisis). Este

cambio metabodlico estd relacionado con la transformacién celular y la
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supresion de la apoptosis. Se han realizado estudios que demuestran que el
metabolismo energético esta regulado por proteinas cinasas. La PDK es una
enzima de control, que regula el flujo de carbohidratos, como el piruvato,
hacia la mitocondria. La enzima PDK es capaz de inhibir la actividad de la
PDH, enzima que convierte el piruvato en Acetil CoA, lo que limita la entrada
de piruvato a la mitocondria. Diversos estudios demuestran que la entrada
de piruvato al ciclo de Krebs se encuentra disminuido en las células
tumorales y que la glicolisis aerobia esta incrementada. 3 Esta diferencia
bioenergética entre las células tumorales y normales podria ofrecer un blanco

terapéutico bastante selectivo.

En la primera fase de este trabajo se realizaron las curvas de exposicion a
los farmacos de manera individual para determinar la Clso, a partir de estos
valores se eligieron las concentraciones para combinarse con DCA. Las
concentraciones elegidas para TMZ fueron 25, 50 y 100 uM y para CDDP
fueron 10, 25y 50 pM, las cuales corresponden a valores que se encuentran

por debajo de su Clso.

Citotoxicidad de la combinacién de temozolamida y dicloroacetato en la linea
celular de glioma C6y de cisplatino y dicloroacetato en la linea celular SKOV3.

En estudios previos se reporté que el DCA inhibe la angiogénesis, induce la
apoptosis y suprime la proliferacion celular tanto en células tumorales como
en células troncales de glioblastoma sin una toxicidad sistémica asociada.*?
Ademas de producir un incremento en la funcion mitocondrial y en la
fosforilaciébn oxidativa, disminuyendo asi los niveles de lactato en el
microambiente tumoral.®? De esta manera, se activan mecanismos que las
células tumorales tienen controlados para evitar su muerte, como lo es la
restauracion de la actividad mitocondrial y por lo tanto, la induccién de la
apoptosis. También la disminucion del lactato genera cambios en el

microambiente tumoral, relacionados con la hipoxia que se presenta en el
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tumor, favoreciendo la activaciéon de la fosforilaciéon oxidativa3? y con ellos,
mecanismos como lo son la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO).

Los resultados obtenidos en este proyecto demuestran que la Clso de la
combinacion de temozolamida con 30mM de DCA disminuye
significativamente (8.3uM) con respecto a la aplicacion de temozolamida sola
(115uM). En el caso de los resultados obtenidos con la combinacion de
cisplatino y DCA en células de cancer de ovario (SKOV3), la Clso en la
combinaciéon con 75 y 100mM disminuyé significativamente (<10uM) con

respecto a cisplatino solo (16uM).

Estos resultados sugieren que el DCA sensibiliza a las células de glioma al
efecto citotdxico de temozolamida y a las células de cancer epitelial de ovario

al efecto citotoxico de cisplatino.

Los mecanismos propuestos por los cuales el DCA contribuya al incremento
en la citotoxicidad de temozolamida y cisplatino se discuten a continuacion.

La obtencion de ATP por medio de la glicolisis aerobia representa un cambio
en el metabolismo celular. Este cambio se puede deber a diversos
mecanismos como lo son: cambios en la mitocondria, que pueden
presentarse por una acumulacion de mutaciones en el ADN mitocondrial y
desencadenan en una hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial,
impidiendo asi sus funciones normales.3® Adicionalmente se presenta una
inhibicion de la proteina p53, que es un gen supresor de tumores, lo que
promueve la proliferacion celular. Ademéas de que se ha encontrado que
actia como un regulador del balance entre la respiracion oxidativa y la
glicolisis aerobia**; también se ha demostrado que el Factor inducible de
hipoxia 1 (HIF-1) tiene un papel importante en este cambio, debido a que es
uno de los reguladores de los factores de transcripcion relacionados con la
glicolisis*®, provoca un aumento en la expresion de transportadores de
glucosa GLUT 1 y 3, induce VEGF y promueve el desarrollo de

microambientes pro-inflamatorios, entre otras cosas.*®
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El DCA al inhibir la PDK y disminuir las cantidades de lactato en el
microambiente tumoral, podria contribuir a que se activen mecanismos como
la apoptosis y la generacion de ERO, favoreciendo la muerte celular y
resultando en un aumento significativo en la citotoxicidad de temozolamida y

cisplatino.

Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en la linea celular SKOV3

después de la exposicion combinada de dicloroacetato y cisplatino.

En diversos estudios se ha demostrado que las especies reactivas de
oxigeno pueden ser las moléculas que desencadenan la apoptosis y que el
peréxido de hidrégeno es la principal especie que regula esta citotoxicidad
celular.*’ Esta especie se forma, en mayor parte, por la actividad de la cadena
transportadora de electrones en la mitocondria y el reticulo endoplasmico*?,
es por eso que cuando se presenta una funcién anormal de la mitocondria,

esta via de muerte celular se ve disminuida o inhibida.

Con las exposiciones de los farmacos se pudo observar un incremento de
alrededor del 40%, el cual alcanzé significancia estadistica Unicamente en
los dos tratamientos combinados con respecto al grupo control. Esto puede
deberse a que la presencia del DCA, reactive la via de la fosforilacién
oxidativa y eso desencadene en una activacién de la mitocondria, por lo que
se genere un aumento en la generacion de las especies reactivas de oxigeno

y eso contribuya a un aumento en la muerte celular.
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Determinacion del porcentaje de apoptosis en la linea celular de cancer de
ovario SKOV3 después de la exposicion combinada de dicloroacetato y
cisplatino.

Se ha demostrado que el tratamiento con DCA, promueve la apoptosis en
cancer de pulmoén y mama, asi como en lineas celulares de glioblastoma por
una reversion en el metabolismo de la glicolisis aerobia a la fosforilacion
oxidativa de la glucosa.®? EI mecanismo del DCA también contribuye a la
inhibicién de la PDK y la supresion del complejo piruvato deshidrogenasa, lo
gue ocasiona una disminucion del potencial de la membrana y la activacion
de los canales de potasio en la mitocondria de las células tumorales.*° Uno
de los mecanismos de resistencia a cisplatino es la disminucion de la
formacién de aductos en ADN, favoreciendo una disminucion en la apoptosis.
Se ha reportado que el DCA contribuye a que las células tumorales sean méas

susceptibles a la apoptosis.*®

En el presente trabajo no se observan cambios en el porcentaje de apoptosis
con los tratamientos individuales o combinados de las concentraciones de 5
MM de cisplatino con 50 mM de DCA. Sin embargo, se presentd una
tendencia al incremento con el tratamiento combinado de 8.5 uyM de CDDP y
75 mM DCA respecto al grupo control, aunque esta no fue estadisticamente
significativa. Para verificar si este aumento presenta diferencia significativa,
es necesario completar la “n” experimental, debido a que sélo se realizaron
2 determinaciones. Estos resultados nos llevan a sugerir que existe un
posible efecto sinérgico con la combinacién de cisplatino y DCA a estas
concentraciones y que este puede deberse a los mecanismos que comparten
entre ellos o0 a los mecanismos propios de cada farmaco que resultan en un

incremento parcial de la apoptosis.
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9. CONCLUSION

El dicloroacetato demostré un aumento en el efecto citotoxico en las lineas celulares
de glioma y ovario al combinarse con temozolamida y cisplatino, respectivamente.
Ademas, en las células de cancer epitelial de ovario, el efecto citotoxico puede estar

relacionado parcialmente con el incremento de ERO y apoptosis.

10. PERSPECTIVAS

e Estudiar la via metabdlica involucrada en el efecto de citotoxicidad del DCA
que contribuye a una mejor respuesta en la terapia para glioma y cancer de

ovario.

o Verificar el efecto de la combinacion del DCA con antineoplasicos mediante

un modelo de xenotrasplante.

e Probar la combinacién de DCA y otros farmacos estandar en la terapia de

otros tipos de cancer en donde se presente resistencia al tratamiento.

e Probar la combinacion del DCA y el farmaco estandar en terapia de tipos de

cancer que presenten caracteristicas metabolicas blanco para el DCA.
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