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Resumen  

El reposicionamiento de fármacos (el uso de fármacos específicos dirigidos 

contra enfermedades para los que no fueron creados originalmente) aprobado por 

la FDA (EUA) se ha convertido en una estrategia prometedora y alternativa para 

acelerar la investigación translacional contra el cáncer. En el presente trabajo, se 

demostró que el fármaco experimental casiopeina II-gly (CasII-gly), y algunos anti-

inflamatorios no esteroideos (NSAIDs por sus siglas en inglés) como son el 

celecoxib y su análogo el dimetilcelecoxib (DMC) ejercen un efecto inhibidor muy 

potente sobre el crecimiento de los esferoides de tumores multicelulares HeLa 

(MCTS), un modelo que mimetiza los estadios iniciales avasculares en el 

crecimiento de los tumores sólidos, cuando se administran al inicio del cultivo 

(llamado protocolo preventivo; IC50 crecimiento de 30 ± 7.5, 1 ± 0.3 y 10 ± 2 nM 

para CasII-gly, celecoxib y DMC, respectivamente) o una vez que los MCTS se 

formaron  (llamado protocolo curativo; IC50 crecimiento de 106 ± 2, 7.5 ± 2 y 32 ± 

10 µM para CasII-gly, celecoxib y DMC, respectivamente). Aplicando dos 

aproximaciones matemáticas: el modelo de aditivismo tipo Bliss (ATB) y el índice 

de resistencia (IR), se encontró que a concentraciones sub-IC50 del celecoxib y del 

DMC aumentaron la eficiencia (inhibiendo el crecimiento tumoral), de cisplatino, 

paclitaxel y doxorrubicina en un 80-96%, 70-90% y 20-60%, respectivamente, 

aumentando su toxicidad sobre la proliferación de los MCTS de HeLa al inicio del 

crecimiento del esferoide o una vez que se formó. Los resultados obtenidos 

indican que la terapia con inhibidores mitocondriales como los NSAIDS en 

combinación con los fármacos canónicos (cisplatino) utilizados en la clínica 

pueden ser alternativas efectivas para el tratamiento del cáncer cervicouterino. 
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Abstract 

Repurposing of existing USA-FDA approved drugs has emerged as a 

promising and alternative strategy to accelerate anti-cancer translational research.  

In the present study, it is shown that casiopeina II-gly (CasII-gly), the NSAIDs 

celecoxib and its analogue dimethylcelecoxib (DMC) exert a highly potent anti-

growth effect on HeLa multi-cellular tumor spheroids (MCTS; a model that mimics 

the initial avascular stages of solid tumor growth), when added either at the 

beginning ("preventive protocol"; IC50 of 30 ± 7.5, 1 ± 0.3 and 10 ± 2 nM for CasII-

gly, celecoxib and DMC, respectively) or after spheroid formation ("curative 

protocol"; IC50 of 106 ± 2, 7.5 ± 2 and 32 ± 10 µM for CasII-gly, celecoxib and 

DMC, respectively). Using two drug combination screening assays for synergism 

identification, the Bliss-type additivism model (ATB) and the resistance index (IR) 

value, we identified that sub-IC50 doses of celecoxib and DMC increased the 

potency (inhibits tumor growth) of cisplatin, paclitaxel and doxorubicin by 20-90%, 

70-90% and 20-60%, respectively. Celecoxib increased cisplatin toxicity by 80-90 

%. These results indicated that antimitochondrial drugs as celecoxib in combination 

with canonical anti-cancer drugs (cisplatin) may be effective alternatives for cancer 

treatment. 
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CAPÍTULO 1 

Introducción  

El cáncer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por un 

aumento en la velocidad de proliferación celular mediada en parte por (1) un 

aumento en la expresión de factores de transcripción involucrados en el ciclo 

celular como: NRF2, SOX4 o PGC1α [Karin et al., 2016; Tan et al., 2016], (2) la 

sobre-expresión de oncogenes como C-MYC, H-RAS Y K-RAS [Vogelstein et al., 

2004],(3) la disminución de genes supresores de tumor (p53, PTEN, RB, INK4), 

[Geoffrey et al., 2000; Aschauer et al., 2016] y (4) los efectos del microambiente 

tumoral (activación de fibroblastos, presencia de células pro-inflamatorias del 

sistema inmune, citocinas, factores de crecimiento y hormonas) [Beger et al., 

2001; Siami et al., 2007; Chan et al., 2008; Zhao et al., 2008], lo cual desencadena 

una transformación celular, iniciando procesos de metástasis (procesos de 

invasión a órganos distantes en el cuerpo) [Narumiya et al., 2009; Hellquist et al., 

2016]. 

 

1.1 Epidemiología de cáncer cervicouterino 

En el 2016, el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) reportó 

que la tercera causa de muerte en el país con 42,062 defunciones por año 

corresponde al cáncer.  De ellos, el cáncer cervicouterino (CaCu) ocupa el 

segundo lugar de incidencia en mujeres después del de mama sobre todo en 

mujeres en edad reproductiva (Figura 1) [INEGI, 2016; GCO, 2018]. 
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Figura 1. Causas principales de mortalidad en la población femenina mexicana en el 
2016.  Cada esfera de color representa las principales enfermedades en mujeres en edad 
reproductiva.  El diagrama de pastel representa los principales tipos de cánceres en 
estas mujeres así como sus porcentajes de mortalidad [INEGI, 2016; GCO, 2018]. 

 

1.2 Características moleculares de las células tumorales 

Las células cancerosas tienen características distintivas consideradas como 

firmas moleculares que no se expresan o no se encuentran tan enriquecidas en su 

tejido de origen (Figura 2) [Hanahan y Weinberg, 2011]. 

 

Figura 2. Características moleculares de las células cancerosas [modificado de Hanahan 
y Weinberg, 2011]. 
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Además de estas firmas moleculares, la línea celular de CaCu, HeLa, se 

distingue por no expresar a la proteína p53 debido a que es continuamente 

degradada por la presencia del oncogen E6 del virus del papiloma humano 

[Thomas et al., 1999]. Interesantemente, la ausencia de la proteína p53 

correlaciona con un aumento en (1) la incidencia de mutaciones en el ADN de la 

célula tumoral [Burns et al., 1993]; (2) la reprogramación celular y expresión de 

bombas de expulsión de fármacos y (3) un aumento substancial en la función 

mitocondrial [Hernández-Reséndiz et al., 2015]; todas ellas relacionadas con la 

aceleración del crecimiento tumoral y metástasis [Wawryk-Gawda et al., 2013; 

Hernández-Reséndiz et al., 2015].  

1.3 Metabolismo energético de tumores metastásicos 

En 1956, Otto Warburg demostró que los tumores malignos mantienen una 

glucólisis acelerada (10 a 15 veces) comparada con las células normales 

[Warburg, 1956]. De lo anterior se hipotetizó que la aceleración de la glucólisis 

sostenía el suministro del ATP requerido para que la célula cancerosa realizara 

sus funciones celulares debido a una supuesta disfuncionalidad mitocondrial.  Sin 

embargo, en los últimos años nuestro grupo de investigación y otros demostraron 

que la mitocondria es funcional en diversas líneas celulares tumorales, 

metastásicas y poco metastásicas [Zu y Guppy, 2004; Brandon et al., 2006; Marín-

Hernández et al., 2006; Moreno-Sánchez et al., 2007; Rodríguez-Enríquez et al., 

2009; Pacheco-Velázquez et al., 2018] y suministra el ATP requerido para 

procesos de metástasis y proliferación celular [Pacheco-Velázquez et al. 2018]. 

HeLa es una línea celular de origen epitelial, grado IV, altamente metastásica de 

cérvix que depende principalmente de la FO (fosforilación oxidativa) para la 

síntesis de ATP (>80%) en cultivos bidimensionales y en condiciones de normoxia 

(21% O2) [Rodríguez-Enríquez et al., 2010].  En modelos más fisiológicos como el 

de los esferoides multicelulares de HeLa (MCTS, por sus siglas en inglés: multi-

cellular tumor spheroid), la proliferación y crecimiento inicial del esferoide depende 

principalmente de la FO (60% de la contribución de ATP). Por el contrario, en 

etapas avanzadas de crecimiento (cuando el MCTS alcanza un diámetro mayor a 
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500 µm y genera un centro necro-apoptótico) la glucólisis es la que abastece 

mayormente la demanda de ATP (80%). Sin embargo, a pesar de que los MCTS 

ya maduros dependen más de la glucólisis, el crecimiento tumoral no se inhibe en 

su totalidad con inhibidores glucolíticos clásicos (gosipol o 2desoxiglucosa), 

sugiriendo que el aporte de ATP por parte de la mitocondria también es esencial 

para el crecimiento y maduración del esferoide [Rodríguez-Enríquez et al., 2008]. 

Otras líneas transformadas y tumorales como: HEK-293 (células epiteliales 

embrionarias de riñón transformadas) y MCF7 (cáncer de mama, estadio 3) en 

cultivos bi, tridimensionales o modelos in vivo también dependen de la FO y de la 

glucólisis para su crecimiento (Tabla 1) [Rodríguez-Enríquez et al., 2008; 

Rodríguez-Enríquez et al., 2010]. 
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Tabla 1. Aporte de ATP de la glucólisis y fosforilación oxidativa (FO) en diferentes tipos de 
células cancerosas 

Célula tumoral/tejido   
Aporte de ATP%  

Glucólisis FO 

Monocapa    

HeLa Cáncer cervicouterino 21 79 

HeLa-p53 sobreexpresión de p53wt 18 82 

HeLa-p53R248Q 
sobreexpresión de p53mutado  

(R248Q) 
74 26 

HEK-293 
Células epiteliales embrionarias de 

riñón transformadas 
14 82 

MCF7 Cáncer de mama (ER+) 40 60 

MDA-MB 231 
Triple negativo 

30 70 

MDA-MB-468 65 35 

MCTS 

HeLa 
Jóvenes 37 63 

Maduros 83 17 

HEK-293 
Jóvenes 42 58 

Maduros 80 20 

MCF7 Maduros 7 93 

Modelo in vivo  

Sarcoma 37 Ascitis de rata 32 68 

AS-30D Hepatocarcinoma de rata 2 98 

Fibrosarcoma 1929 Fibrosarcoma de ratón 0.31 99.69 

Neuroblastoma Células transformadas de ratón 29 71 

Tumor de Ovario 

Carcinoma de rata 

3.1 96.99 

Tiroides 4 96 

Pulmón 5.3 94.7 

Melanoma Melanoma de ratón 3.3 96.7 

MCTS, esferoides multicelulares tumorales. Los MCTS jóvenes tienen un diámetro <500 
µm mientras que los MCTS maduros su tamaño es >500 µm. Modificado de Zu y Guppy, 
2004 y Moreno-Sánchez et al., 2014.  
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1.4 Terapias clínicas contra el Cáncer Cervicouterino (CaCu) 

En la clínica, la terapia dirigida contra el CaCu depende de su estadio de 

malignidad (Tabla 2). En las primeras etapas del desarrollo del CaCu, los 

tratamientos clínicos más utilizados son la cirugía (histerectomía, extracción 

quirúrgica del tejido canceroso y parte del tejido adyacente) y la radioterapia. Por 

el contrario, en los estadios avanzados se utiliza la cirugía para la reducción del 

tamaño del tumor seguido de quimioterapia con cisplatino (generador de aductos 

en el ADN), paclitaxel (inhibidor de la despolimerización de la tubulina), 

gemcitabina (inhibidor en la fase G1/S del ciclo celular) y topotecan (inhibidor de la 

topoisomerasa I) (Tabla 2).  Sin embargo, el uso de estos compuestos acarrea 

numerosos efectos adversos en el paciente como son la náusea, vómito, daño 

permanente en diferentes órganos, inducción de procesos inflamatorios, alopecia, 

fiebre neuropénica, hiperpigmentación cutánea y disminución en el número total 

de plaquetas [Rowinsky et al., 1993; Dhanalakshmi et al., 2003; Montalvo et al., 

2011].  Además, los pacientes desarrollan resistencia a los fármacos del 

tratamiento aumentando la expresión de la glicoproteína P, que es una bomba 

aniónica encargada de la expulsión masiva de drogas y/o compuestos químicos 

del citosol al espacio extracelular [Cerezo et al., 2012].  En consecuencia, se 

desarrolla una resistencia a los fármacos y una recurrencia del cáncer 

[Dhanalakshmi et al., 2003] por lo tanto, la búsqueda de nuevos fármacos 

selectivos contra el tumor resulta un tópico de interés en el campo clínico 

[Martínez-Outschoorn et al., 2016]. 
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Después de la histerectomía, al paciente se le administra un tratamiento de radioterapia 
más quimioterapia por 3 semanas. RT, radioterapia. Etapas I y II se refieren a un tumor 
localizado con  tamaño menor a 4 cm.  Etapas III y IV se refiere a un tumor invasivo y 
metastásico que ocupa una tercera parte del útero. Modificado de Montalvo et al., 2011. 
 
 
 
 
 

Tabla 2. Tratamientos usados actualmente en la clínica en las diferentes etapas de desarrollo 
del CaCu 

Etapa Estadio Descripción Tratamiento 
Efectos 

secundarios 
Recurrencia 

I 

A 

Tumor confinado 

al cuello uterino  
7 mm 

Histerectomía y RT 
45 Gy Fatiga, 

inflamación, 
alopecia. 

10% después 
de 1 año de 
tratamiento 

B 
Tumor confinado 

en el cérvix  4 cm 

Histerectomía, RT: 

65 – 75 Gy 

II 

A 
Tumor con 

invasión 
parametrial 

Gemcitabina 125 
mg/m

2 
 + cisplatino 

40 mg/m
2
 

RT 40 – 45 Gy 

Fiebre 
neutropénica 

trastornos 
cardiacos, 

neurotoxicidad, 
polineuropatía, 

insuficiencia 
renal, 

hiperpigmenta-
ción cutánea, 

disminución en 
el número de 

plaquetas, 
queratoplastia, 
neuritis óptica 

bilateral. 

33% después 
de 1 año de 
tratamiento 

B 
Tumor que ocupa 
1/3 de la vagina. 

Gemcitabina 100 
mg/m

2
 + cisplatino 

50 mg/m
2
 

III 

A 
El tumor involucra 
el tercio inferior de 

la vagina. Cisplatino  40 
mg/m

2
 + paclitaxel 1 

mg/m
2
.RT 80 Gy 

20 – 50% 
después de 5 

años de 
tratamiento 

B 
Tumor se extiende 
a la pared pélvica. 

IV 

A 

El tumor invade a 
la vagina o recto y 
se extiende más 
allá de la pelvis. 

Cisplatino 50 
mg/m

2
+ paclitaxel 

135 mg/m
2
 

B 

Metástasis a 
distancia 

(Recto ó  ganglios) 

Cisplatino  50 
mg/m

2
 + paclitaxel 

135 mg/m
2
 

Cisplatino  50 
mg/m

2
 + topotecan 

0.75 mg/m
2¿
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1.5 Estrategias experimentales actuales contra el CaCu 

Actualmente se han propuesto nuevos compuestos experimentales con 

mayor potencia contra una célula tumoral y con baja o nula toxicidad sobre la 

célula sana o del hospedero [Dhanalakshmietal., 2003] para evitar la reincidencia 

del CaCu y los efectos secundarios de la quimioterapia. Entre estos, destaca la 

casiopeina II gly (CasII-gly, Cu (4,7-dimetil-1, 10 –fenantrolina-glicina NO3) (Figura 

3) un compuesto sintetizado recientemente por la Dra. Lena Ruiz en la facultad de  

Química de la UNAM. La CasII-gly tiene un centro metálico de cobre, dos ligantes 

de tipo imina (N-N) que reaccionan con el ADN y un aminoácido glicina que 

interviene en la estabilización de la molécula. Este compuesto a concentraciones 

de 1-10 μM disminuye la velocidad de proliferación de diferentes tipos de tumores 

humanos y de roedor (HeLa, MCF7, C6, A549, H157) [Trejo-Solís et al., 2005; 

Rodríguez-Enríquez et al., 2006; Mandujano-Tinoco et al., 2013]. Aunque 

mantiene alta efectividad contra las células cancerosas, la CasII-gly es altamente 

cardiotóxica [Hernández-Esquivel et al., 2006] limitando su uso en el sector clínico. 

Por lo tanto, surgen nuevas estrategias terapéuticas contra el cáncer como el 

reposicionamiento de fármacos (RF).   

 

Figura 3.  Estructura química de la casiopeina II-gly 
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1.6 Reposicionamiento de fármacos para disminuir el crecimiento tumoral 

Se estima que hasta la fecha se han sintetizado 5 millones de compuestos 

que disminuyen el crecimiento tumoral NCI, 2018].  Sin embargo, la gran mayoría 

son compuestos que se encuentran en fase experimental y por lo tanto, 

permanecen sin la aprobación de la FDA.  Además sus efectos adversos no han 

sido completamente evaluados en células sanas. Por lo tanto, para resolver estas 

complicaciones, surgen nuevas estrategias terapéuticas contra el cáncer como el 

reposicionamiento de fármacos (RF) en el cual, fármacos dirigidos contra una 

enfermedad específica son utilizados contra otras enfermedades para los cuales 

no fueron diseñados [Sekhon, 2013].  El RF tiene como ventaja que el fármaco ya 

fue aprobado por la FDA, sus efectos sobre las diferentes fases de tratamiento ya 

son conocidas [Novac, 2013; Brown y Patel., 2017]. Esta estrategia ha sido 

utilizada contra enfermedades infecciosas como la candidiasis [Borisy et al., 2003], 

donde se demostró que la combinación de pentamidina (un fungistático canónico 

contra Cándida) y fenazopiridina (analgésico vs. infecciones del tracto urinario) 

suprimió la proliferación celular y formación de colonias más del 95% comparado 

con Cándida expuesta a cada fármaco por separado (el tratamiento con sólo 

pentamidina o fenazopiridina suprimió la candidiasis menos del 60% en cada 

caso).  

Con respecto al cáncer, se ha documentado que el antiinflamatorio no 

esteroideo (NSAID por sus  siglas en inglés) celecoxib utilizado como fármaco de 

última generación contra el dolor, fiebre, inflamación y enfermedades reumáticas 

[McCormack, 2011], disminuye el crecimiento del cáncer de colon (Caco-2, SW-

480 y HT29) [Lev-Ari et al., 2005] con concentraciones inhibitorias 50 (IC50) en el 

rango micromolar (20, 34 y 55 M, respectivamente).  En otros tipos de células de 

cáncer como cérvix (SiHa), de piel (A431), de útero (SW962) y de hueso (MG63), 

el celecoxib (15 µM) solo inhibió el crecimiento tumoral en un 25%.  Sin embargo, 

al combinarlo con bajas dosis de cisplatino (5–20 µM) la proliferación tumoral 

disminuyó del 50 al 85%.  En monoterapia, el cisplatino solo inhibió el 10% [Lev-

Ari et al., 2005; Liu et al., 2017].  Entre los mecanismos propuestos para explicar la 

inhibición de la proliferación tumoral por celecoxib se encuentra: (1) la posible 
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activación de la vía de señalización PI3K/Akt, que a su vez activa la apoptosis 

mitocondrial [Kuhar et al., 2007; Kim et al., 2009; Liu, et al., 2017]; (2) la inhibición 

de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) cuya sobreexpresión está ligada a un aumento en 

la proliferación celular, citotoxicidad y al desarrollo de un fenotipo metastásico 

[Tsujii et al., 1997] y (3) la activación directa de las caspasas 3 y 9 de la vía de 

apoptosis intrínseca [Ralph et al., 2015].  Recientemente nuestro  grupo de trabajo 

en colaboración con el Dr. Steve Ralph de la Griffith University en Australia hemos 

encontrado que el celecoxib (20-200 µM) disminuye el flujo de fosforilación 

oxidativa en células de cáncer de cérvix (HeLa) y mama (MCF7, MDA MB 231 y 

MDA MB 468) actuando como un inhibidor de la cadena transportadora de 

electrones y abatiendo el potencial eléctrico transmembranal mitocondrial 

[Pritchard et al., 2018].  

 

Un análogo de celecoxib, el 2,5-dimetil celecoxib (DMC) (Figura 4) también 

ha demostrado tener un efecto antitumoral potente contra varios cánceres 

malignos (linfoma de Burkitt, mieloma, cáncer de pulmón de células no pequeñas, 

carcinomas gástricos, mamarios y de colon) con valores de IC50 que oscilan entre 

30-55 µM [Backhus et al., 2005; Kardosh et al., 2005a; Kardosh et al., 2005b; 

Cianchi et al., 2006; Dai et al., 2012; Zhang et al., 2016].  A las mismas dosis a las 

que inhibe el crecimiento, el DMC también disminuyó la FO (60%) y a dosis 

menores (5-10 M) el potencial transmembranal mitocondrial (40%) [Pritchard et 

al., 2018].  Estas observaciones indican que el efecto inhibidor del DMC sobre la 

proliferación tumoral puede ser a través de la inhibición de la función mitocondrial, 

sin embargo este fármaco es experimental ya que no se encuentra aprobado por 

la FDA.  
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Figura 4.Estructura química de los fármacos NSAIDs celecoxib (A) y dimetilcelecoxib 

(DMC) (B). 

 

Aunque el celecoxib y el DMC pudieran ser considerados como 

antineoplásicos potentes contra el cáncer [Kuhar et al., 2007; Kim et al., 2009; Liu, 

et al., 2017] ambos afectan la función cardiaca [Howes et al., 2007].  Por lo tanto, 

para contrarrestar los efectos nocivos de este tipo de fármacos prometedores, se 

ha propuesto la llamada “terapia sinérgica” que se describe a continuación. 

 

1.7 La terapia sinérgica como estrategia potencial contra tumores malignos 

Los efectos secundarios que presenta un fármaco se relacionan con el 

tiempo de exposición y las concentraciones intracelulares que alcanza [Ambili, 

2012].  El desarrollo de estrategias que incluye la aplicación conjunta de dos 

fármacos a bajas dosis para promover su potenciación con nulo efecto tóxico 

sobre una célula normal, ha sido un tema de debate en los últimos años [Jonhson 

et al., 2001; Tallarida, 2001; Kaelin et al., 2005; Keith et al., 2005].  En esta 

aproximación llamada “terapia sinérgica” ambos fármacos deben usarse en dosis 

sub-IC50 [Borisy et al., 2003; Foucquier y Guedj, 2015] para disminuir los posibles 

efectos tóxicos en células sanas. El desarrollo de modelos matemáticos para 

describir si la combinación de dos fármacos promueve o no el efecto sinérgico de 

alguno de ellos ha contribuido importantemente en la selección de la terapia 

combinatoria apropiada para cada tipo de cáncer  [Lehárd et al., 2009; Foucquier y 
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Guedj, 2015].  De éstos, los modelos que describen el aditivismo tipo Bliss (ATB) y 

el índice de resistencia (IR) son los más utilizados [Borisy et al., 2003; Foucquier y 

Guedj, 2015; Valencia-Cervantes et al., 2019] y reproducibles [Pikman et al., 

2017]. El empleo de ambos modelos puede evidenciar los efectos sinérgicos de 

algunos fármacos de reposicionamiento (inhibiendo el crecimiento tumoral) sobre 

algunos fármacos anticancerígenos para ser empleados en pacientes con cáncer 

sin efectos adversos [Pikman et al., 2017]. 

Diferentes esquemas de tratamiento clínico que contemplan la combinación 

de cisplatino y paclitaxel son aplicados comúnmente contra el CaCu. Sin embargo, 

el tumor reincide en corto tiempo (10 meses) además de que el paciente presenta 

fiebre, dolor abdominal, o gastritis disminuyendo su calidad de vida [Ambili, 2012].  

Por ello, se avanza en la implementación de la terapia sinérgica combinando 

diferentes tipos de fármacos para encontrar la combinación óptima tóxica contra el 

cáncer.  Existen numerosos estudios donde se aplica esta aproximación para 

disminuir la proliferación tumoral.  Sin embargo, en muy pocos se analiza en 

paralelo el efecto de la combinación de los fármacos en células no cancerosas.  

Por ejemplo, la combinación de celecoxib con algunos compuestos experimentales 

como el PD184161 o ZD6474 disminuyó significativamente la proliferación de 

células de osteosarcoma y melanoma [Liu et al., 2017; Deng et al., 2017; Gowda 

et al., 2017] pero se desconoce si esta combinación no afecta a las células no 

tumorales del paciente. 

 

1.8 Los esferoides multicelulares tumorales como modelo de estudio 

La mayoría de los estudios toxicológicos que contemplan la combinación de 

fármacos se realiza en protocolos ya establecidos utilizando modelos de células 

cultivadas bidimensionalmente in vitro, así como una exposición controlada del 

fármaco por 24 h [Liu et al., 2017; Deng et al., 2017; Gowda et al., 2017].  Sin 

embargo, el cultivo bidimensional no mimetiza la fisiología de un tumor sólido in 

vivo [Li et al., 2008].  Por ello, el análisis toxicológico debe implementarse en 

modelos cuyo comportamiento se asemeje a lo que sucede en un tumor in vivo.  

Uno de estos modelos son los MCTS, que mimetizan los estadios iniciales 
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avasculares en la formación de un tumor sólido [Kunz-Schughart et al., 1998] 

(Figura 5).  Los MCTS desarrollan gradientes de nutrientes (principalmente 

glucosa) y oxígeno así como variaciones en el pH desde la periferia hasta el 

centro del esferoide [Kunz-Schughart et al., 1998; Vaupel et al., 1981] y se 

distinguen 3 capas celulares metabólicamente diferentes dependiendo de la 

concentración de oxígeno y nutrientes disponibles.  La capa interna constituye un 

centro con células en necrosis/apoptosis, la segunda capa está constituida por 

células con baja capacidad duplicativa y baja tasa metabólica y la tercer capa está 

constituida por células muy proliferativas y con alta tasa metabólica (Figura 5A) 

[Walenta et al., 2002; Rodríguez-Enríquez et al., 2008; Mandujano-Tinoco et al., 

2013].  Debido a que la capa externa del esferoide está en contacto con el medio 

donde se encuentra alta concentración de oxígeno y nutrientes, se les ha 

comparado con las células tumorales cercanas (100-150 μm) a los vasos 

sanguíneos [Desoize et al., 2008]; por el contrario, las capas quiescentes son 

metabólicamente parecidas a las células tumorales alejadas (200 μm) de los vasos 

sanguíneos.  La formación de vasos sanguíneos no organizados y frágiles 

promueve un flujo sanguíneo intermitente que está relacionado con la respuesta 

metabólica de cada capa celular.  En las células de la periferia coexiste un 

ambiente normóxico (31 a 86 μM O2 disuelto) e hiperglucémico  (5-10 mM de 

glucosa), la cual es alta comparada con las células en capa media o interna que 

se encuentra en un ambiente hipóxico con baja concentración de oxigeno (3-13 

μM de O2 disuelto) y glucosa (0.5–2.5 mM) [Vaupel et al., 1989; Tamulevicius y 

Streffer, 1995; Höckel y Vaupel, 2001; Hirayama et al., 2009]. 
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Figura 5.  Esferoides multicelulares tumorales (MCTS). A) Modelo tridimensional donde se observan 3 capas metabólicamente 
diferentes. (B) similitud del MCTS con células tumorales cercanas y lejanas a un vaso sanguíneo. 
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Nuestro grupo de investigación reportó en el 2006 que los MCTS del cáncer 

de cérvix (HeLa) mantienen una dependencia por parte de la mitocondria en el 

aporte de ATP [Rodríguez-Enríquez et al., 2006].  Así, los esferoides en 

crecimiento con un diámetro máximo de 500 µm dependen principalmente de la 

FO (60%).  Por el contrario, una vez que el esferoide alcanza un tamaño mayor a 

los 500 µm (diámetro de 1200 µm) y genera un centro necrótico, la glucólisis es la 

que abastece mayormente la demanda de ATP (80%). Sin embargo, a pesar de 

que los MCTS maduros dependen principalmente de la glucólisis, el empleo de 

inhibidores glucolíticos como gossipol (inhibidor de GAPDH, con una IC50 70μM) 

[Weiner, et al., 1996] o la 2-desoxiglucosa (análogo de la glucosa que inhibe a las 

enzimas HK y HPI) [Zhong et al., 2009] no afectó importantemente la proliferación 

tumoral sugiriendo que el aporte de ATP por parte de la mitocondria también es 

esencial para el crecimiento y maduración del esferoide [Rodríguez-Enríquez et 

al., 2008]. 

Desde el punto de vista farmacológico, la respuesta de los MCTS a varios 

fármacos es semejante a la evaluada en los tumores sólidos de los pacientes, que 

la observada en cultivos bidimensionales (cultivo usado en la mayoría de los 

estudios toxicológicos) [Hermann et al., 2008; Dufau et al., 2012]. Esto se debe a 

la expresión de la glicoproteína P (proteína encargada de la expulsión de los 

fármacos antineoplásicos) cuya expresión es significativamente más baja en los 

MCTS que en los cultivos bidimensionales [Wartenberg et al., 1999; Michinton y 

Tannock, 2006]. La inhibición de la mitocondria podría tener una repercusión en 

los tejidos altamente aeróbicos como corazón o cerebro, el uso de compuestos 

altamente especializados a bajas dosis no afectaría los tejidos y órganos sanos. 
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CAPÍTULO 2 

 

2.1 Justificación 

Las terapias clínicas actuales contra el CaCu (cisplatino, doxorrubicina, o 

gemcitabina) tienen efectos adversos en los pacientes. La vía energética de las 

células tumorales puede ser un blanco potencial terapéutico contra el CaCu 

debido a que la mitocondria es funcional y provee del 20-80% del ATP.  El uso de 

fármacos ya utilizados en la clínica como el celecoxib que afectan esta vía de 

aporte de ATP podría ser un potencial tratamiento contra el cáncer. 
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2.2 Hipótesis 

La terapia sinérgica aplicando fármacos dirigidos a diferentes vías 

importantes del tumor (i.e., la mitocondria y las vía de proliferación canónicas) a 

dosis por debajo de su IC50 de proliferación abatirá el crecimiento del cáncer 

CaCu. 
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2.3 Objetivos 

Objetivo General 

Evaluar el efecto sinérgico del celecoxib, el DMC así como un compuesto 

antimitocondrial como CasII-gly con los fármacos antineoplásicos utilizados en la 

clínica en cultivos tridimensionales de la línea celular HeLa.   

 

Objetivos Particulares 

1. Determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50) de los fármacos anti-

mitocondriales y antineoplásicos sobre el crecimiento de los MCTS de 

HeLa. 

2. Evaluar la combinación celecoxib, DMC y CasII-gly con los diferentes 

fármacos antineoplásicos sobre el crecimiento de los MCTS de HeLa. 

3. Evaluar el efecto tóxico de las combinaciones de los fármacos con 

efecto supra aditivo en células no tumorales. 
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CAPÍTULO 3 

Metodología 

3.1 Cultivo de líneas celulares 

La línea cancerosa HeLa (cáncer de cérvix humano estadio IV y 

metastásica) y no cancerosa 3T3 (fibroblastos de ratón) fueron obtenidas de la 

ATCC (American Type Culture Collection). El análisis de genotipificación del 

Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN) reveló que HeLa comparte 

los alelos respectivos reportados por la ATCC para la autentificación de la misma 

(Anexo 1).  

Las células HeLa se cultivaron en 20 mL de Dulbecco-MEM, Dulbecco’s 

modified Eagle´s Medium (DMEM, número de catálogo: D5648; Sigma, MO, USA) 

que contiene glucosa 25 mM, bicarbonato de sodio 44 mM, HEPES (2-[4-(2-

hydroxyethyl) piperazina-1-yl] ácido etanosulfonico) 23 mM, piruvato de sodio 1 

mM y glutamina 4 mM, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 

10,000 unidades de penicilina en placas de cultivo celular 150x20 mm 

(SARSTEDT, Nümbrecht, Alemania) a 37°C, 5% CO2 y 95% aire. 

Una vez que alcanzaron una confluencia del 80%, las células se lavaron 

con buffer de fosfatos PBS (por sus siglas en inglés de Phosphate Buffered Saline) 

pH 7.2 y se incubaron con 3 mL de tripsina/EDTA (0.25%) por 3 min. 

Posteriormente se añadió PBS fresco para neutralizar el efecto de la 

tripsina/EDTA y las células se cosecharon y centrifugaron a 2200 rpm.  El botón 

celular se diluyó en 1 mL de DMEM.  El número de células se cuantificó con una 

cámara de Neubauer reticulada en un microscopio invertido marca Zeiss 

(Thornwood, NY) y la viabilidad se determinó colorimétricamente con azul de 

tripano (1%) por espectrometría (la una longitud de onda de 595 nm).  Este ensayo 

reveló que las células utilizadas para cada experimento planteado mantenían una 

viabilidad mayor al 90% [Rodríguez-Enríquez et al., 2008].  
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3.2 Modelo del esferoide multicelular tumoral (MCTS) de HeLa  

Los esferoides se formaron utilizando la técnica modificada de líquido 

sobrelapante [Kunz-Schughart et al., 1998] en la cual, las células de HeLa (20,000 

células/mL) se sembraron en 5 mL de medio DMEM en cajas de Petri 60x15 mm 

(SARSTEDT) pre-cubiertas con agarosa al 2% (w/v) [Rodríguez-Enríquez et al., 

2008].  La formación inicial del cúmulo de células se realizó en condiciones 

estáticas por 5 días. Posteriormente, las células se agitaron orbitalmente a una 

velocidad constante (20-50 rpm) durante 25 días en un agitador orbital dentro de 

una incubadora a 37°C, 5% CO2 y 95% aire. El medio de cultivo viejo se 

reemplazó por medio DMEM fresco cada tercer día para evitar la acumulación de 

células muertas. La proliferación de los MCTS se evaluó midiendo el diámetro de 

los esferoides diariamente por 25 días totales utilizando una retícula graduada 

(1/10 mm) en un microscopio invertido marca Zeiss. 

3.3 Determinación de los valores de la IC50 sobre el crecimiento de los MCTS 

en presencia de los diferentes fármacos  

Los fármacos celecoxib, DMC, cisplatino, doxorrubicina, gemcitabina, 

ciclofosfamida y paclitaxel fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). 

La CasII-gly fue sintetizada por la Dra. Lena Ruiz de la Facultad de Química de la 

UNAM.  Todos los fármacos ensayados se diluyeron en una mezcla de 

etanol/DMSO (70/30% v/v) excepto cisplatino, doxorrubicina y CasII-gly que se 

disolvieron en agua bidestilada.  La máxima cantidad de volumen de etanol/DMSO 

añadido a cada ensayo fue menor del 1% del volumen total del pozo.  Esta 

concentración no afectó la viabilidad (>95%). 

El efecto de los diferentes fármacos ensayados se determinó en esferoides 

cultivados en cajas de petri pre-cubiertas con agarosa [Rodriguez-Enríquez et al., 

2008] utilizando dos estrategias experimentales dependiendo del tiempo en el que 

el fármaco se añadió al medio de cultivo (Tabla 3):  
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A) Protocolo preventivo, cuando el fármaco se añadió al inicio del cultivo 

(t=0) y B) protocolo curativo, cuando el fármaco se añadió en la fase de 

crecimiento exponencial del MCTS (Figura 6).  Los fármacos utilizados se enlistan 

en la tabla 3 donde se indica su blanco terapéutico y a las concentraciones 

utilizadas en este estudio. Los cambios en el diámetro del esferoide en ausencia y 

presencia de los fármacos se midieron con una retícula graduada (1/10 mm) en un 

microscopio invertido marca Zeiss.  El análisis de crecimiento de los MCTS se 

realizó utilizando el software Origin 8 (Northampton MA, EUA).  Cada curva de 

crecimiento se ajustó a un modelo matemático [Foucquier y Guedj, 2015] 

comúnmente utilizado para modelar el efecto de cada fármaco en experimentos de 

“dosis-respuesta”. 

 

Figura 6.  Curva de crecimiento de los esferoides de HeLa que muestra el tiempo en el 
que se añadio el fármaco en los protocolos preventivo y curativo.  Cada punto representa 
el promedio ± desviación estándar de 30 esferoides medidos en 3 cultivos independientes 
(n=3).  La barra morada representa el día máximo de cultivo y el tiempo en el que se 
seleccionaron los esferoides para su análisis. 
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Tabla 3. Concentraciones de fármacos utilizados en los esferoides multicelulares en 

protocolo preventivo y curativo.  

Fármacos Blanco 
Concentraciones 

Protocolo 

Preventivo Curativo 

Celecoxib 
Inhibidor de COX-2 y del 
complejo II de la cadena 
respiratoria mitocondrial 0.01, 0.1, 1, 10, 

100 nM 

0.1, 1, 10, 100 µM 

DMC  
0.1 1, 10, 50 µM 

Antimitocondriales   

CasII-gly Inhibidor de 2OGDH, PDH y 
SDH 

1, 10, 100, 200 µM 

Canonicos 
   

Cisplatino DNA (alquilante) 

0.01, 0.1, 1, 10, 

100, 200 nM  

 1, 10, 100, 500 

µM 

Paclitaxel Disfunción en el ensamblaje de 
los microtubulos 

Doxorrubicina Inhibidor de la topoisomerasa II 

Gemcitabina Análogo de pirimidinas 

Ciclofosfamida 
DNA (alquilante) 

Carboplatino  

Abreviaciones: 2OGDH, 2-oxoglutarato deshidrogenasa; COX-2, ciclooxigenasa isoforma 
2; PDH, piruvato deshidrogenasa; SDH, succinato deshidrogenasa 

 

3.4 Determinación del efecto sinérgico de los fármacos ensayados sobre el 

crecimiento de los MCTS de HeLa con el aditivismo tipo Bliss 

Para evaluar el efecto sinérgico de los diferentes fármacos, se eligieron 

concentraciones por debajo de su IC50.  Las curvas de crecimiento de los MCTS 

en presencia de dos fármacos diferentes se analizaron en los dos protocolos 

previamente establecidos.  Para ambos protocolos, los dos fármacos se añadieron 

al mismo tiempo, ya sea al inicio del cultivo (protocolo preventivo) o durante el 

crecimiento (protocolo curativo).  

El crecimiento  de los MCTS en presencia y ausencia de los dos fármacos 

se determinó midiendo el diámetro de cada esferoide con una retícula graduada 

(1/10 mm) en un microscopio invertido marca Zeiss. 
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La respuesta de la combinación entre los dos de fármacos se determinó con 

un modelo matemático llamado aditivismo tipo Bliss [Berenbaum, 1981; Borisy et 

al., 2003] y con la siguiente ecuación: 

C = A + B (A * B)  

donde C, es el efecto sinérgico de los fármacos sobre el crecimiento del esferoide 

sin considerar el efecto individual en cada uno de ellos; A y B, representan el 

efecto de cada fármaco sobre el crecimiento del esferoide cuando se aplica 

individualmente. 

3.5 Determinación del efecto sinérgico de los fármacos ensayados sobre el 

crecimiento de células tumorales 

Para evaluar el efecto de la combinación de los diferentes fármacos sobre 

las células tumorales se utilizó el índice de resistencia (IR) con la siguiente 

ecuación: 

IR = Se (1 * 2) / So (1 + 2) 

donde el sobreviviente experimental (Se) es el producto de la supervivencia 

observada con el fármaco 1 y la supervivencia observada con el fármaco 2, 

mientras el sobreviviente observado (So) es la supervivencia observada con la 

combinación de fármacos de 1 y 2 [Foucquier y Guedj, 2015]. 

3.6 Interpretación de los valores de aditivismo tipo Bliss (ATB) e índice de 

resistencia (IR) en los modelos ensayados 

Para ambos modelos matemáticos, se identificaron tres tipos de sinergismo 

tipo Blis dependiendo del efecto que tuvo la combinación de fármacos ensayados 

(Tabla 4). 

En el sinergismo aditivo, la inhibición de la proliferación es del 100% cuando 

la suma de la inhibición individual de cada fármaco es del 50% (50+50= 100) y el 

índice de resistencia oscila entre 1 y 2.  En el sinergismo supra aditivo, la 

inhibición de la proliferación es del 100% cuando la suma de la combinación de los 
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dos fármacos es mayor que la inhibición individual de cada fármaco (20+20= 100) 

y el índice de resistencia es mayor o igual a 2.  En el sinergismo infra aditivo, la 

inhibición de la proliferación no es del 100% porque la suma de la combinación de 

los fármacos es menor que la inhibición individual de cada fármaco (50+50=50) y 

el índice de resistencia es igual a 1 [Borisy et al., 2003; Foucquier y Guedj, 2015] 

(Tabla 4). 

Tabla 4. Clasificación de ATB e IR para cada combinación de fármaco. 

Primer fármaco Segundo fármaco Combinación 

% inhibición % Inhibición % inhibición ATB IR 

50 50 100 Aditivo >1, <2 

20 20 100 Supra aditivo ≥ 2 

50 50 20 ó -20 Infra aditivo =1 
 

ATB: Aditivismo Tipo Bliss; IR: Índice de resistencia. 

3.7 Evaluación del efecto tóxico de la combinación de fármacos con potencia 

supra aditiva sobre el crecimiento de diferentes células no cancerosas: 

Cálculo del Índice Terapéutico (IT) 

Se intentó crecer la línea celular de fibroblastos de ratón (3T3),  las células 

endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), los fibroblastos de embrión de 

ratón MEFs así como la línea celular de epitelio de mama MCF10A (Fig. 

suplementaria 1) en condiciones tridimensionales pero los cúmulos iniciales de 

células no se formaron debido probablemente a la baja expresión de proteínas de 

adhesión.  Por lo tanto se realizaron los experimentos de toxicidad en cultivos 

bidimensionales de las células 3T3 (20,000 células/100 μL) cultivadas en 

monocapa en cajas de 96 pozos incubadas con los diferentes fármacos (cisplatino, 

paclitaxel, doxorrubicina, celecoxib y DMC) a las concentraciones ensayadas en 

células cancerosas (0.1, 1, 10 y 100 μM) por 24 horas.  La proliferación de los 

fibroblastos se determinó colorimétricamente utilizando el método de MTT 

utilizando una concentración inicial de sal de tetrazolio de 2 mM por 3 horas a 

37°C, 5% CO2 y 95% aire [Pacheco-Velázquez et al., 2019].  Los cristales de 
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formazan se disolvieron en 100 μL de dimetilsulfóxido.  La proliferación celular se 

detectó a 595 nm con un lector de placas de ELISA (BIO-RAD, Hercules, 

California, EUA). 

El análisis de densidad celular se realizó con el software Origin 8, ajustando 

el efecto de los fármacos a un modelo logístico matemático considerando la 

muestra sin fármaco como el 100% tal como se realizó para el análisis en células 

cancerosas [Foucquier y Guedj, 2015]. 

La determinación de las concentraciones inhibitorias 50 (IC50) de cada 

fármaco se realizó como se indica en el apartado 3.3.  La determinación del efecto 

de la combinación de los diferentes fármacos (NSAIDS, CasII-gly y fármacos 

canónicos) sobre la proliferación de 3T3 se evaluó por el ensayo de MTT y con el 

cálculo del aditivismo tipo Bliss indicado en el apartado 3.4 y 3.6. 

El índice terapéutico (IT) de cada fármaco solo o en combinación se calculó 

utilizando la siguiente ecuación matemática: 

IT= IC50
1 / IC50

2, 

dónde el índice terapéutico (IT) es la relación de la concentración inhibitoria 50 de 

los fármacos en las células no cancerosas (IC50
1 de las células 3T3) entre la 

concentración inhibitoria 50 de los compuestos en las células cancerosas (IC50
2 de 

las células de HeLa).  Un valor de IT> 3 indica que la exposición al fármaco 

produce una toxicidad baja o nula para las células normales y una alta toxicidad 

para las células cancerosas [Deepa et al., 2012]. 

3.8 Análisis estadístico 

Los resultados muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 

experimentos independientes.  Las diferencias estadísticas se analizaron 

utilizando la prueba t de Student.  Para esta prueba estadísticas su utilizó un valor 

de P<0.05 como criterio de significancia [Klockars et al., 2000; Krzywinski et al., 

2014]. 
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CAPÍTULO 4 

Resultados 

 

4.1 Crecimiento de los MCTS de HeLa 

La curva de crecimiento de los MCTS de HeLa se muestra en la Figura 7. 

La proliferación de las células que constituyen el MCTS se analizó midiendo el 

diámetro del esferoide durante 25 días.  A partir del día 5 y hasta el día 15 se 

registró un crecimiento exponencial en el tamaño del esferoide.  El tamaño 

máximo alcanzado fue de 910 ± 210 µm (n=3, número de repeticiones= 10 

esferoides, por cada n) al día 20 de cultivo.  Posterior a esta fecha los esferoides 

comenzaron a disgregarse. 

 

Figura 6. Curva de crecimiento de los esferoides de HeLa. Cada punto representa el 
promedio ± desviación estándar de 30 esferoides medidos en 3 cultivos independientes. 
En la parte superior se muestran las micrografías de contraste de fase de los diferentes 
tamaños de los MCTS en los diferentes tiempos de cultivo. Barra = 200 µm. 
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4.2 Efecto de los NSAIDS, compuestos antimitocondriales y fármacos 

antineoplásicos sobre el crecimiento de los MCTS de HeLa 

Independientemente del protocolo utilizado, el crecimiento de los MCTS 

mostró mayor sensibilidad a los NSAIDs que a los fármacos antineoplásicos.  

Además, la toxicidad observada en los MCTS fue mayor en el protocolo preventivo 

que en el protocolo curativo (Tabla 5) como se ha reportado anteriormente en 

otros trabajos [Rodríguez-Enríquez et al., 2009; Mandujano-Tinoco et al., 2013; 

Rodríguez-Enríquez et al., 2019]. 

Tabla 5. Valores de IC50 de los diferentes compuestos y fármacos ensayados 

sobre el crecimiento de los MCTS de HeLa  

Compuestos Preventivo (nM) Curativo (μM) 

Fármacos Canónicos   

Cisplatino 50 ± 17* 270 ± 20 

Paclitaxel 16 ± 5* 26.5 ± 0.1 

Doxorrubicina 48 ± 7* 86 ± 5 

Gemcitabina 65 ± 17* 128 ± 20 

Ciclofosfamida 136 ± 87* 315 ± 30 

Carboplatino 165 ± 28* 287 ± 43 

Anti-mitocondriales   

CasII-gly 30 ± 7.5* 106 ± 2 

NSAIDs   

Celecoxib 1 ± 0.3* 7.5 ± 2 

DMC 10 ± 2* 32 ± 10 

 

La IC50 de los esferoides fue calculada en el día 20 de cultivo. Los datos muestran 
promedio ± desviación estándar de 30 esferoides medidos en 3 cultivos independientes 
(n=3). *P <0.01 vs. Protocolo curativo. DMC, dimetilcelecoxib, NSAIDs; antinflamatorios 
no esteroideos. 
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4.3 Efecto sinérgico de los NSAIDs y de CasII-gly sobre los fármacos 
antineoplásicos en el crecimiento de los MCTS de HeLa 
 

Para evaluar el efecto sinérgico de los NSAIDs y de CasII-gly sobre los 

antineoplásicos canónicos paclitaxel, doxorrubicina y cisplatino se utilizó la 

aproximación del aditivismo tipo Blis (ATB).  Para ello, el crecimiento de los MCTS 

se tituló con concentraciones sub-IC50 de cada compuesto (Tabla suplementaria 1) 

tanto en el protocolo curativo como en el preventivo. 

Protocolo preventivo: La combinación de los dos NSAIDS con cisplatino 

(ATB=60-85%) y la combinación CasII-gly con cisplatino (ATB= 87-99%) fueron las 

más efectivas para suprimir el crecimiento de los MCTS con una respuesta de tipo 

supra aditiva.  Las combinaciones de los NSAIDS con paclitaxel (ATB=20-45%) y 

doxorrubicina (ATB=35-45%) fueron menos tóxicas para las células tumorales que 

se reflejó en un efecto supra aditivo menor al 50%. Por otro lado, la combinación 

de celecoxib con ciclofosfamida (ATB= de -10 a -48%) y gemcitabina (ATB= de -34 

a -48%) o de DMC con carboplatino (ATB=de -6 a -20%) mostraron efectos infra 

aditivos, es decir, la combinación de estos compuestos potenció la proliferación 

del tumor indicando una posible interacción entre los fármacos (Tabla 6). 

Protocolo curativo: La combinación de celecoxib o DMC con cisplatino 

(ATB=40-78%) y la combinación CasII-gly con cisplatino (ATB= 87-99%) fueron las 

más efectivas para suprimir el crecimiento de los MCTS con una respuesta de tipo 

supra aditiva.  Por el contrario, la combinación de celecoxib o DMC con paclitaxel 

(ATB=10-20%) o con doxorrubicina (ATB=10-45%) mostraron un efecto supra 

aditivo menor.  En este protocolo, el efecto infra aditivo (es decir, una posible 

interacción entre los fármacos por su efecto bajo o nulo sobre el crecimiento) se 

observó en la combinación de celecoxib o DMC con la ciclofosfamida (ATB= de -4 

a -15%); en la combinación de celecoxib con carboplatino (ATB=de -20 a -40%) y 

en la combinación de DMC con gemcitabina (ATB= de -10 a -15%), (Tabla 6). 
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Tabla 6. Efecto sinérgico tipo Bliss de las diferentes combinaciones de fármacos en los dos protocolos experimentales en MCTS de 

HeLa. 

Protocolo preventivo 

Fármacos Rango de 
concentraciones 

(nM) 

Fármacos 
antineoplásicos 

Rango de concentraciones 
(nM) 

Aditivismo tipo Bliss (%) 

 
Celecoxib 

 
0.1-1 

Cisplatino 10-43 75-85 

Paclitaxel 10-13 20-35 

Doxorrubicina 20-40 35-45 

Gemcitabina 30-50 -(18-54) 

Ciclofosfamida 10-100 -(-34-48) 

Carboplatino 100 20-23 

 
DMC 

 
1-10 

Cisplatino 10-43 60-75 

Paclitaxel 10-13 20-45 

Doxorrubicina 25-40 45-55 

Gemcitabina 30-50 10 

Ciclofosfamida 10-100 -(10-20) 

Carboplatino 10-100 -(-6-20) 

Anti-mitocondrial    

 
CasII-gly 

 
1-30 

Cisplatino 15-30 87-99 

Paclitaxel 10-13 40-45 

Doxorrubicina 20-40 30-45 

Gemcitabina 10-40 15-28 

Ciclofosfamida 28-110 -(10-15) 

Carboplatino 50-90 18-36 
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Protocolo Curativo 

Fármacos Rango de 
concentraciones 

(µM) 

Fármacos 
antineoplásicos 

Rango de concentraciones 
(µM) 

Aditivismo tipo Bliss (%) 

 
Celecoxib 

 
1-7 

Cisplatino 1-5 65-78 

Paclitaxel 10-25 10-20 

Doxorrubicina 30-50 15-35 

Gemcitabina 20-50 -(1-15) 

Ciclofosfamida 75-115 -(4-15) 

Carboplatino 60-190 -(20-40) 

 
DMC 

 
10-35 

Cisplatino 1-50 40-60 

Paclitaxel 10-25 15-20 

Doxorrubicina 30-50 10-45 

Gemcitabina 20-50 -(10-15) 

Ciclofosfamida 75-115 -(5-10) 

Carboplatino 60-190 20-40 

Anti-mitocondrial    

 
CasII-gly 

 
10-220 

Cisplatino 15-30 87-99 

Paclitaxel 10-25 48-58 

Doxorrubicina 10 20-35 

Gemcitabina 20-40 15-45 

Ciclofosfamida 10-80 -(19-25) 

Carboplatino 50-75 28-35 

El Aditivismo tipo Bliss se calculó como se indica en la sección de Material y métodos. El efecto infra aditivo (crecimiento tumoral en 
presencia de la combinación) se encuentra representado entre paréntesis.  
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4.4 Índice de Resistencia (IR) de las combinaciones supra aditivas de los 

fármacos canónicos y no canónicos sobre el crecimiento de los MCTS de 

HeLa 

Las combinaciones de los fármacos con potencia supra aditiva (marcados 

en gris) mostraron valores del índice de resistencia (IR) mayores a 2 indicando 

que los NSAIDS y la CasII-gly potenciaron el efecto tóxico de los compuestos 

antineoplásicos canónicos (Tabla 7), excepto para la combinación de CasII-gly con 

doxorrubicina. 

Tabla 7. IR para el protocolo preventivo y curativo en las combinaciones de los NSAIDs 

con los fármacos antineoplásicos canónicos. 

Protocolo preventivo 

Fármaco Dosis 
empleadas 

(nM) 

Fármaco canónico Dosis 
empleadas 

(nM) 

IR 

Celecoxib 0.1-0.7 Cisplatino 11-12 2.2-5.5 

0.1-0.9 Paclitaxel 16-18 2.3-4.8 

0.1-0.5 Doxorrubicina 40 5-7.3 

DMC 1-7 Cisplatino 30 5.2-8.8 

5 Paclitaxel 15-20 3.1-8.8 

1 Doxorrubicina 30-40 2.3-3 

CasII-gly 10-25 Cisplatino 30 4.8-5.9 

13 Paclitaxel 13 7.6 

20-30 Doxorrubicina 20-23 2.4-4.5 

Protocolo curativo 

Fármaco Dosis 
empleadas 

(µM) 

Canónica Dosis 
empleadas 

(µM) 

IR 

Celecoxib 2-7 Cisplatino 3-5 2.1-7.4 

2 Paclitaxel 17-20 2.2-15.1 

2-4 Doxorrubicina 10-50 2.3-8.1 

DMC 10-25 Cisplatino 1-5 2.7-7 

20-30 Paclitaxel 17-20 2.1-6.3 

32 Doxorrubicina 30-50 2.7-4 

CasII-gly 50 Cisplatino 15-30 4.9-10.7 

50 Paclitaxel 20-30 2.8-3.9 

10 Doxorrubicina 10-15 1.2-1.3 

El IR se calculó como se indica en la sección Material y métodos 
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El análisis del efecto sinérgico obtenido con el ATB fue corroborado con el 

modelo de índice de resistencia indicando que el efecto sinérgico de los fármacos 

evaluados es reproducible.  

4.5 Efecto de los NSAIDs sobre los valores de las concentraciones 

inhibitorias 50 (IC50) de los fármacos antineoplásicos canónicos en MCTS de 

HeLa 

La capacidad que tiene un fármaco A para aumentar la potencia de un 

fármaco B, es decir, la capacidad para disminuir el valor de su concentración 

inhibitoria 50 (IC50), es una característica que define el efecto sinérgico de dicho 

fármaco [Borisy et al., 2003; Lehár et al., 2009].  Por lo tanto se evaluó la 

capacidad que tiene el celecoxib, DMC o CasII-gly de aumentar o disminuir la 

concentración inhibitoria 50 (IC50) de los fármacos antineoplásicos canónicos 

(Tabla 8) sobre los MCTS de HeLa.   
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Tabla 8. Cambios en los valores de IC50 de los fármacos antineoplásicos 

canónicos en presencia de celecoxib, DMC o CasII-gly en MCTS de HeLa 

 Preventivo Curativo 

 IC50 (nM) IC50 (µM) 

  + celecoxib 
(0.4 –1 nM) 

 + celecoxib  
(2-8 µM) 

Cisplatino 50 ± 17 10 ± 3a 270 ± 20 10.5 ± 0.5a 

Paclitaxel 16 ± 5 5 ± 2b 26.5 ± 0.1 15 ± 3b 

Doxorrubicina 48 ± 7 10 ± 3a 86 ± 5 10 ± 2a 

 + DMC 
(1-10 nM) 

 + DMC 
(25-30 µM) 

Cisplatino 50 ± 17 24 ± 6b 270 ± 20 148.5 ± 30b 

Paclitaxel 16 ± 5 7.2 ± 3b 26.5 ± 0.1 7.1 ± 2a 

Doxorrubicina 48 ± 7 31.2 ± 9 86 ± 5 77.4 ± 20 

 + CasII-gly 
(11-30 nM) 

 + CasII-gly 
(25-75 µM) 

Cisplatino 50 ± 17 8 ± 3a 270 ± 20 11.3 ± 4a 

Paclitaxel 16 ± 5 4.5 ± 1.5a 26.5 ± 0.1 10 ± 2b 

Doxorrubicina 48 ± 7 16.5 ± 4b 86 ± 5 30 ± 9a 

Los valores de IC50 en MCTS fueron determinados al día 20 de cultivo.  Los valores 
representan promedio  ± desviación estándar de al menos 30 esferoides provenientes de 
3 cultivos independientes. aP<0.001 y bP<0.05 vs. IC50 en ausencia de NSAIDs o CasII-gly. 
 

 

Los valores de IC50 de cada fármaco canónico disminuyeron 

significativamente cuando las células fueron incubadas en presencia de celecoxib, 

DMC o CasII-gly.  Es decir, la toxicidad de cada fármaco antineoplásico aumentó 

significativamente por los NSAIDS o la CasII-gly.  De todas las combinaciones 

ensayadas, el cisplatino fue el único que mostró un aumento del 90% en su 

toxicidad después de combinarse con el celecoxib o con la CasII-gly en ambos 

protocolos ensayados (Figura 7). 
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Figura 7. Curvas de inhibición de cisplatino, paclitaxel o doxorrubicina en los protocolos 
preventivo y curativo de los MCTS en presencia (símbolos llenos) o en ausencia 
(símbolos vacíos) de celecoxib. Las curvas de inhibición de los fármacos canónicos se 
ajustaron a una función hiperbólica.  En combinación con celecoxib el ajuste se realizó 
utilizando una función dosis-respuesta. 
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4.6 Cálculo del índice terapéutico (IT) para evaluar la toxicidad de las 

combinaciones supra aditivas de fármacos canónicos y no canónicos sobre 

el crecimiento de HeLa 

Las IC50 calculadas en el cultivo bidimensional estuvieron en el rango 

micromolar, como se ha reportado anteriormente [Pritchard et al., 2018; Pacheco-

Velázquez et al., 2019]. Para el cálculo de IT se emplearon los valores de IC50 de 

HeLa en monoterapia y en combinación reportados previamente [Robledo-

Cadena, 2016]; estos valores fueron significativamente menores a los obtenidos 

para la línea celular 3T3. El IT calculado para los fármacos en monoterapia fue 

menor a 3 (excepto paclitaxel, donde el IT=3.7) con un rango de 1.4-2.4. (Tabla 9). 

 
 
Tabla 9. Índice terapéutico (IT) en cultivo bidimensional de células tumorales y no 
tumorales. 

 

Compuestos 

Cáncer de 
Cérvix 

Fibroblastos 
 

IT 
HeLa 3T3 

IC50(μM) 

NSAIDs 

Celecoxib 55 ± 9* 119 ± 7 2.1 

DMC 48 ± 2* 69 ± 8.5 1.4 

Fármacos antineoplásicos 

Cisplatino 15± 3* 36 ± 3 2.4 

Paclitaxel 21 ± 4* 80± 12 3.7 

Doxorrubicina 26 ± 6 51± 18 1.9 

Los valores de IC50 de cada fármaco fueron determinados después de 24 horas de 
exposición.  Los datos muestran promedio ± desviación estándar de 3 cultivos 
independientes. *P< 0.05 vs. fibroblastos 3T3. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
38 

 

La combinación de los NSAIDS con los fármacos antineoplásicos (Tabla 

suplementaria 2) tampoco tuvo un efecto tóxico sobre los fibroblastos (Tabla 10) y 

los valores calculados de IT fueron mayores a 5 indicando un efecto escaso o nulo 

sobre la célula no tumoral.  De las combinaciones ensayadas, los IT más altos se 

alcanzaron con la combinación de NSAIDs con cisplatino (IT=5.7-7.2), seguido por 

la combinaciones de NSAIDs con paclitaxel (IT=4-4.5) o doxorrubicina (IT=3.6-

3.7).  

 

Tabla 10. Índice Terapéutico de las combinaciones de celecoxib y DMC con los fármacos 

antineoplásicos en cultivos bidimensionales de Hela o 3T3 

  
IC50 (µM) IC50 (µM)  

NSAIDs Antineoplásicos HeLa 3T3 IT 

Celecoxib 

(5-10 µM) 

Cisplatino 5 ± 2* 36 ± 4 7.2 

Paclitaxel 13 ± 4* 52 ± 10 4 

Doxorrubicina 14.5 ± 2* 54 ± 3 3.7 

DMC 

(15-25 µM) 

Cisplatino 5 ±1* 28.5 ± 7 5.7 

Paclitaxel 13 ± 4* 58.5 ± 17 4.5 

Doxorrubicina 11 ± 4* 41 ± 5 3.6 

Los valores de IC50 fueron determinados después de 24 horas de exposición. Los datos 
muestran promedio ± desviación estándar de 3 cultivos independientes. *P< 0.05 vs. 
fibroblastos 3T3. 
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CAPÍTULO 5 

Discusión 

La calidad de vida de los pacientes con cáncer se deteriora frecuentemente 

por el uso prolongado de fármacos antineoplásicos con efectos secundarios 

severos [Yang et al., 2013]. Por lo tanto, la identificación de nuevos blancos 

terapéuticos cuya inhibición contrarreste el crecimiento tumoral sin afectar a las 

células sanas es de vital importancia en el campo del cáncer. Nuestro grupo de 

investigación ha sido pionero en proponer a la fosforilación oxidativa (FO) de la 

célula de cáncer de cérvix HeLa como un biomarcador potencial porque este tipo 

de célula depende principalmente de esta vía para el suministro de ATP ya sea en 

cultivo bidimensional [Rodríguez-Enríquez et al., 2006; Moreno-Sánchez et al., 

2010] o aún en el cultivo tridimensional del esferoide [Mandujano-Tinoco et al., 

2013]. La inhibición de la proliferación tumoral con compuestos que afectan la 

función mitocondrial ya está documentado.  La CasII-gly bloquea varias enzimas 

del ciclo de Krebs como son PDH, αKGDH y SDH (Ki=2-5 µM) y la respiración 

celular a concentraciones a las que se afecta la proliferación tumoral de 20-100 

µM [Pritchard et al. 2018; Pacheco-Velazquez et al., 2019].  El celecoxib y el DMC 

afectan la función mitocondrial a través de: (1) la disminución de las vías de 

señalización como PI3K/Akt, que a su vez activa la apoptosis [Kuhar et al., 2007; 

Kim et al., 2009; Liu, et al., 2017]; (2) la inhibición de la FO (40-60%) y el 

abatimiento del potencial transmembranal mitocondrial (60%) a concentraciones 

micromolares y en el rango de las IC50 calculadas para proliferación en HeLa 

(cáncer cervicouterino), MCF7 (cáncer de mama, receptor de estrógeno positivo), 

MDA-MB 231 y MDA MB 468 (cáncer de mama, triple negativo), [Pacheco-

Velázquez et al., 2018; Pritchard et al., 2018]. 

El modelo fisiológico del esferoide tumoral (MCTS) que se analizó en este 

estudio ya ha sido utilizado en estudios previos como un modelo que asemeja las 

condiciones en las que se desarrolla un tumor sólido avascular [Rodríguez-

Enriquez et al., 2008; Mandujano-Tinoco et al., 2013].  El mayor crecimiento 
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esferoidal de HeLa previamente reportado (1 mm al día 18 de crecimiento) 

[Rodríguez-Enríquez et al., 2008], coincide con lo medido en este proyecto 

(diámetro 910 ± 210 µm al día 20). También se observó que los MCTS de HeLa 

son altamente sensibles a inhibidores mitocondriales como la CasII-gly 

[Rodríguez-Enríquez et al., 2008].   

En el presente proyecto, aparte de la CasII-gly otros compuestos no 

utilizados para el tratamiento contra el cáncer como son los NSAIDS celecoxib y 

DMC también fueron exitosos evitando la formación del esferoide (resultados con 

el protocolo preventivo, dosis en el rango nanomolar) o disminuyendo 

severamente su crecimiento (resultados con el protocolo curativo, dosis 

micromolar). La diferencia en sensibilidad del esferoide en los dos protocolos 

puede deberse a: (1) la expresión diferencial de la P-glicoproteína cuya expresión 

es significativamente menor en los esferoides cuando empiezan a formarse y 

alcanzan un diámetro esferoidal menor a 100 µm [Wartenberg et al., 2000] 

comparados con esferoides más grandes (con diámetros >100 µm); y (2) al 

incremento en la densidad celular observada en esferoides con diámetros 

mayores a 350 µm, lo que conlleva una limitación en la difusión de algunos 

fármacos como la doxorrubicina desde el exterior hacia el interior del esferoide 

[Baek et al., 2016].  

 

5.1 La inhibición de la mitocondria afecta el crecimiento de los MCTS de 

HeLa 

La CasII-gly tiene como mecanismo de acción inhibir selectivamente a 

varias enzimas del ciclo de Krebs como son la piruvato deshidrogenasa, la 2-

oxoglutarato deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa [Marín-Hernández et 

al., 2003; 2006].  Sin embargo, este compuesto también afecta los procesos 

bioenergéticos de algunos órganos importantes como el corazón.  La CasII-gly 

disminuye 70% el trabajo cardiaco así como los niveles de ATP y fosfocreatina 

(85%) promoviendo una falla general en el funcionamiento del corazón que 

depende exclusivamente de la oxidación de ácidos grasos por la β-oxidación 
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[Hernández-Esquivel et al., 2006].  Por ello, se estudió el efecto de fármacos re-

direccionados al cáncer como son los anti inflamatorios no esteroideos.  Tanto el 

celecoxib como el DMC afectan la función mitocondrial actuando como inhibidores 

de la succinato deshidrogenasa o complejo II de la cadena respiratoria 

mitocondrial [Pritchard et al., 2018]. Además se ha evaluado que a 

concentraciones similares estos fármacos pueden desencadenar otros procesos 

de muerte celular como la apoptosis intrínseca o mitocondrial, liberando citocromo 

c al citosol [Trejo-Solís et al., 2005].   

El DMC carece de la función de inhibir la COX-2 [Kardosh et al., 2005a]; 

pero inhibe la proliferación del cáncer, como ocurre en el linfoma de Burkitt, el 

mieloma, el cáncer de pulmón no microcítico y el cáncer gástrico [Backhus et al., 

2005; Kardosh et al., 2005a; Zhang et al., 2016]. Por lo tanto, la inhibición de la 

proliferación de DMC puede estar asociada con otros mecanismos en los que no 

se requiere la función COX-2. En este sentido, se ha demostrado que a dosis 

micromolares (10-100 µM), DMC induce apoptosis (proteínas Bcl-2 de regulación 

descendente) y detención del ciclo celular (regulación positiva del inhibidor del 

ciclo celular p27) [Schönthal, 2006; Sobolewskiet al., 2015]. El efecto inhibitorio del 

celecoxib sobre la proliferación tumoral está vinculado a la inhibición de la 

actividad de la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2) a concentraciones micromolares (Ki 

COX-2= 10 µM) [Gierse et al., 1999] así como a la activación de la apoptosis 

[Kardosh et al., 2005a; Ralph et al., 2015]. Sin embargo, otras vías importantes 

como la FO están severamente bloqueadas a dosis bajas de celecoxib [Pritchard 

et al., 2018].  De hecho, mis resultados indican que el celecoxib fue el compuesto 

anti-mitocondrial con mayor toxicidad (2-10 veces) comparado con DMC y CasII-

gly. Al parecer, el celecoxib inhibe por su efecto multisitio: (a) afecta el consumo 

de oxigeno sensible a oligomicina, a través de la inhibición del complejo II de la 

cadena respiratoria [Pritchard et al., 2018], (b) promueve la apoptosis [Kuhar et al. 

2005] (c) inhibe vías de señalización como PI3K/Akt [Lin et al., 2005]. Debido a 

que concentraciones similares (50-100 µm) de celecoxib inhiben el crecimiento 

esferoidal y la FO proponemos que las células tumorales arrestan su ciclo celular 

por el abatimiento de la FO y por lo tanto la disminución en el contenido de ATP 
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intracelular.  Además, se ha reportado que el celecoxib actúa como pro-oxidante 

aumentando la producción de especies reactivas de oxígeno (EROS) en diferentes 

tipos de cánceres metastásicos y poco metastásicos [Pritchard et al., 2018].  Un 

aumento en la cantidad de EROS en la mitocondria y en el citosol está relacionado 

con la inhibición de la cadena respiratoria a nivel del complejo I, II y III [Rodríguez- 

Enríquez et al., 2012]. 

Comparado con algunos fármacos antineoplásicos, el celecoxib a dosis sub 

micromolares presenta poca toxicidad en células y tejidos normales [Simon et al., 

1999; Silverstein et al., 2000; Pritchard et al., 2018], lo que fortalece su uso como 

fármaco potencial contra el cáncer [Henney, 2000; Ajith et al., 2005]. Sin embargo, 

algunas investigaciones demuestran que el celecoxib a las dosis utilizadas (rango 

micromolar) para bloquear la progresión del tumor también afecta algunas vías de 

señalización relacionadas con la supervivencia celular [Gleboy et al., 2006], 

indicando que a estas dosis podría ser poco selectivo contra las células tumorales 

afectando el funcionamiento de las células normales.  Es por ello, que este estudio 

enfocó su atención en la posible potenciación de algunos fármacos 

antineoplásicos en combinación con el celecoxib para disminuir el crecimiento 

tumoral sin afectar a las células sanas. 

5.2 Efecto sinérgico del celecoxib, DMC y CasII-gly sobre fármacos 

antineoplásicos canónicos en MCTS de HeLa 

Para disminuir efectos colaterales o adversos en los pacientes, se han 

ensayado estrategias donde un compuesto a concentraciones sub-IC50 (para 

inhibir la proliferación) logre potenciar el efecto inhibidor del otro [Borisy et. al.,  

2003].  Aunque los mecanismos moleculares que explican cómo se lleva a cabo tal 

sinergia son poco conocidos, se ha documentado que la combinación de los 

fármacos empleados tiene como finalidad bloquear diferentes blancos (i.e., 

enzimas, vías de señalización, transportadores, factores de transcripción, etc.) 

dentro de la célula [Lehár et al., 2009]. En los últimos años, se han publicado 

varios estudios donde se evalúan los efectos sinérgicos de diferentes fármacos 

para disminuir el crecimiento tumoral [Milrot et al., 2013; Daker et al., 2016; Zheng 
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et al., 2016]; sin embargo, estos estudios son incompletos porque no se evalúa en 

paralelo el efecto de tales combinaciones sobre las células no-tumorales (o sanas) 

y cuando se analiza la aplicación de dicha combinación afecta severamente la 

fisiología de las células no-tumorales [El-Awady et al., 2016].  En otros estudios, la 

combinación de los fármacos resulta infructuosa porque los fármacos al 

combinarse interactúan uno con otro aboliendo su efecto inhibidor [Hendrick et al., 

2008] tal como se observa en la sinergia infra-aditiva (Tabla 6).  

El efecto sinérgico puede estudiarse utilizando varios enfoques 

matemáticos [Lehárd et al., 2009]. En este estudio se seleccionaron dos de estos 

enfoques: el aditivismo tipo Bliss (ATB) y el índice de resistencia (IR), ya que 

ambos se han utilizado ampliamente en pruebas farmacológicas con resultados 

reproducibles [Pikman et al., 2017].  Ambos enfoques mostraron que ambos 

NSAIDs así como la CasII-gly tienen un efecto sinérgico potente sobre los 

fármacos quimioterapéuticos ensayados. De acuerdo con Borisy (2003), el valor 

de ATB resultante por la combinación de 2 fármacos debe ser superior al 80% 

como indicativo de que existe sinergia de un primer compuesto sobre el segundo. 

El celecoxib, DMC y la CasII-gly mostraron valores positivos de ATB en rangos 

superiores al 80% cuando se combinan específicamente con cisplatino, paclitaxel 

y doxorrubicina (Tabla 8), indicando que los tres promueven potenciación y 

sinergia [Borisy et al., 2003]. 

Hasta la fecha se han publicado pocos trabajos sobre el efecto sinérgico de 

celecoxib con fármacos anticancerígenos y sus posibles mecanismos de acción. 

Sin embargo, resulta de gran interés que las combinaciones entre ambos, tienen 

como blanco procesos celulares diferentes, uno afectando el metabolismo 

energético y otros inhibiendo el ciclo celular.   

En la línea celular de HeLa, la aplicación de celecoxib aumentó 

significativamente la eficacia de paclitaxel (10-35%), cisplatino (65-85%) y 

doxorrubicina (15-45%) en ambos protocolos para inhibir el crecimiento tumoral 

(Tabla 6).  De hecho, estos efectos observados con celecoxib con cisplatino ya 

han sido documentados en carcinomas de cérvix (SiHa), pulmón (A431), vulva 
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(SW962) y en osteosarcoma (MG63).  Al parecer, los mecanismos moleculares de 

la combinación de ambos fármacos tiene que ver con un incremento en la 

formación de aductos en el ADN y con la activación de la apoptosis [Kuhar et al., 

2007; Kim et al., 2009; Davila-Manzanilla et al., 2017; Liu, et al., 2017].  Aunque 

existe poca información sobre el tratamiento de celecoxib y paclitaxel en cultivos 

celulares, en el 2009 se documentó en un tratamiento preclínico en fase II contra 

cáncer de pulmón utilizando ambas drogas; sin embargo, los pacientes mostraron 

efectos adversos diversos [Mutter et al., 2009]. 

Hasta la fecha se han descrito algunos posibles mecanismos de acción de 

las combinaciones de fármacos [Kuhar et al., 2007; Kim et al., 2009], donde el 

efecto multisitio de ambos compuestos es exitoso para la inhibición del crecimiento 

tumoral. Por lo tanto, resulta de gran interés que las combinaciones entre los 

fármacos usados en este proyecto, tengan como blanco procesos celulares 

diferentes, afectando al metabolismo energético (celecoxib) e inhibiendo el ciclo 

celular (cisplatino, paclitaxel, y doxorrubicina). 

La CasII-gly mostró un efecto sinérgico más fuerte (en combinación con 

cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina) que el celecoxib o el DMC (Tablas 6 y 7). Sin 

embargo, la CasII-gly todavía está en evaluación experimental y, por lo tanto, 

tardará más tiempo en poder ser aplicado en estudios clínicos [Dávila-Manzanilla 

et al., 2017]. 

 

5.3 Las combinaciones de los fármacos con efecto infra aditivo aumentaron 

la proliferación de la línea celular de CaCu (HeLa) 

Las combinaciones de los fármacos con efecto infra aditivo que más 

aumentaron el crecimiento esferoidal de HeLa fueron carboplatino y ciclofosfamida 

en combinación con celecoxib (ATB= de -55 a -78%). Los valores negativos 

indicaron que ambos fármacos combinados pueden haber interferido entre sí o 

con sus blancos disminuyendo sus efectos inhibitorios [Borisy et al., 2003] y 

estimulando el crecimiento tumoral hasta un 80%. 
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En la clínica, las combinaciones de fármacos (evaluados en este proyecto 

como infra aditivas), se han utilizado para impedir el crecimiento del cáncer en 

pacientes con carcinoma de ovario o pulmón y adenocarcinoma pancreático sin un 

progreso positivo [André et al., 2008; Dragovich et al., 2008; Mutter et al., 2009]. 

No se ha realizado un estudio in vitro de las combinaciones usadas y por lo tanto 

no se descarta un efecto infra aditivo en los pacientes.  

En este sentido, los fármacos canónicos evaluados en este estudio que 

presentaron efecto infra aditivo (gemcitabina, ciclofosfamida y carboplatino) no 

deben ser combinados con los NSAIDS en pacientes con cáncer como CaCu, 

debido a su fuerte efecto potenciador positivo sobre la proliferación del tumor. 

 

5.4 Efecto de las combinaciones de los fármacos con efecto supra aditivo en 

las células no tumorales 

El efecto de la combinación de nuevos fármacos antineoplásicos en células 

normales no se había evaluado en la mayoría de los estudios de citotoxicidad 

tumoral. Actualmente, el IT es un indicador cada vez más estudiado para proponer 

a un compuesto como un posible fármaco anti tumoral potencial sin efectos en 

células normales [Deepa et al., 2012; Pacheco-Velázquez et al., 2019].   

Como control, el efecto de celecoxib y el DMC, tanto en monoterapia como 

en combinación con cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina se evaluó en el 

crecimiento de células no cancerosas (fibroblasto de ratón, 3T3). Con estos datos 

y los datos previamente reportados en monoterapia para HeLa, se determinaron 

los índices terapéuticos. A pesar de que el IT en monoterapia no fuera tan 

atractivo (Tabla 9), la combinación de celecoxib o DMC con cisplatino, paclitaxel o 

doxorrubicina produjo valores de IT superiores a 3 (Tabla 10), lo que indica que los 

medicamentos examinados no mostraron toxicidad para las células sanas y 

producen el efecto deseado en células cancerosas [Deepa et al., 2012], siendo la 

combinación de celecoxib y cisplatino la que tuvo mejor IT (7.4).  
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En este proyecto el sinergismo supra-aditivo (Tabla 6) se evaluó en una 

línea celular sana observando un efecto específico sobre el tumor e inocuo para la 

célula no tumoral, lo que podría ser de potencial interés en el sector clínico (Tabla 

10). Por lo anterior, el reposicionamiento de celecoxib como compuesto 

anticancerígeno resulta relevante como terapia contra el CaCu debido a que es un 

compuesto aprobado por la FDA y puede ser empleado en combinación con 

fármacos antineoplásicos de primera línea, específicamente el cisplatino, el 

paclitaxel y la doxorrubicina. 
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CAPITULO 6 

  

Conclusión 

Se requirió bloquear la FO y otras vías canónicas (estabilización de ADN, 

microtubulos y la actividad topoisomerasa I) para la eliminación del crecimiento del 

HeLa. Además los medicamentos reposicionados ya son conocidos en la clínica y 

la evaluación de su eficacia en combinación con esquemas de tratamientos 

convencionales o experimentales, permitirán abrir una ventana de oportunidad en 

la que los efectos secundarios son mínimos, logrando una mayor especificidad 

hacia las células cancerosas. 
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7.2 Anexo 1 
Análisis de genotipificación del Instituto Nacional de Medicina Genómica 
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~nstiruto Nacional de 
~ Medicina Gen6m1ca 

INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENÓMICA 
Laboratorio de Diagnóstico Genómico 

~ -
Perfil Genético de STR para Verificar la Autenticidad de Línea Celular Humana 

Investigador: Dr, Juan Garlos Gallardo Pérez 
Inslituto Nadonal de Cardiología "/gnado Chávez' 
PRESENTE 

Fedla de recepción de las IOOeStraS: 03 de NlMemIll! del 2015, 11:00 horas 
EnIrego: Ora Diana Xcx:tW¡uetzal Robledo 

Resublo emUlo el: 24 de NOYierrbre del 2015, 17:32 horas 
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Resultado: 
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7.3 Tabla suplementaria 1 

Efecto supraaditivo de los fármacos antineoplásicos en combinación con celecoxib, DMC y CasII-gly sobre los MCTS  

 Efecto sobre el crecimiento de los MCTS (Protocolo preventivo) 

  A (nM)   B (nM)  A + B A (nM)   B (nM) A + B A (nM)   B (nM) A + B 

     % Celecoxib  %    % DMC %    % CasII-gly % 

Control Cisplatino 
 

0.4 
 

Cisplatino  
 

1 
 

Cisplatino  
 

10 
 

100 0 100 100 95 0 100 100 81 0 100 100 100 

100 10 99 95 64 10 95 81 55 15 95 96 52 

100 11 98 98 55 20 97 85 38 25 92 95 32 

100 12 96 96 20 30 96 86 15 30 91 97 21 

       Celecoxib        DMC       CasII-gly   

      1       7       10    

100 27 99 95 55 0 100 100 98 20 91 95 45 

100 28 98 98 44 10 95 81 32 21 85 94 35 

100 29 96 96 35 20 97 85 21 22 95 88 32 

100 30 95 94 64 30 96 86 5 23 98 98 18 

      Celecoxib         DMC       CasII-gly   

  Paclitaxel    0.9   Paclitaxel    5   Paclitaxel    25 
 

100 0 100 98 95 0 97 100 95 0 100 99 98 

100 12 100 95 34 5 91 98 65 10 99 98 65 

100 13 98 93 32 10 84 86 25 11 98 97 55 

100 14 95 91 31 15 87 88 5 12 100 96 31 

100 15 94 92 19 16 86 100 99 13 98 95 15 

      Celecoxib         DMC       CasII-gly   

  Doxorrubicina   0.5   Doxorrubicina    1   Doxorrubicina    15   

100 0 99 98 87 0 99 99 99 0 100 99 97 

100 10 94 97 65 10 95 98 62 10 97 95 45 

100 20 92 94 54 20 92 97 51 20 89 92 32 

100 30 96 93 32 30 91 96 34 30 85 89 24 
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100 40 93 90 10 40 81 95 25 35 100 100 98 

   Celecoxib    DMC    CasII-gly  

100      0.5       1        1   

100  0 99  100 86  10 96  89  22 0.1 98 95 90.26 

100  22 93 100  99  29 92 77 34 1 96 96 74.6 

100  23 86  93  75  30 90  81 9 10 95 91 24.23 

100  24  91  94  84  40 87  89 45 13 94 92 18.16 

 

Efecto sobre el crecimiento de los MCTS (Protocolo Curativo) 

  A (µM) B (µM) A + B A (µM) B (µM) A + B A (µM) B (µM) A+B 

    % Celecoxib %   % DMC %   % CasII-gly % 

Control  Cisplatino  
 

0.7 
 

Cisplatino 
 

25 
 

Cisplatino 
 

50 
 

100 0 100 100 89 0 98 100 84 0 100 100 100 

100 1 98 95 65 1 96 98 35 10 99 95 35 

100 3 96 94 25 2 95 95 24 11 98 97 27 

100 5 95 92 14 5 91 96 8 12 97 96 9 

      Celecoxib        DMC        CasII-gly   

  Paclitaxel    2   Paclitaxel    30   Paclitaxel   10   

100 0 100 100 94 0 100 100 98 0 99 98 99 

100 15 98 95 65 15 95 98 65 5 98 95 74 

100 17 97 94 42 17 96 96 35 10 96 94 72 

100 20 96 91 15 20 91 94 10 15 95 96 70 

      Celecoxib         DMC       CasII-gly   

  Doxorrubicina   4   Doxorrubicina    35   Doxorrubicina   50   

100 0 100 98 98 0 100 99 100 0 100 99 97 

100 10 98 97 45 10 95 94 42 10 98 98 45 

100 30 97 94 21 30 94 92 35 20 96 94 40 

100 50 87 93 11 50 90 95 25 30 97 96 35 
Las combinaciones fueron realizadas como se indica en la sección de material y métodos. A= fármacos canónicos (cisplatino, paclitaxel y 

doxorrubicina), B= celecoxib, DMC y CasII-gly, A+B= es el efecto de la combinación sobre el crecimiento de los MCTS. DMC, Dimetilcelecoxib. 
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7.4 Tabla suplementaria 2 

Efecto supraaditivo de los fármacos antineoplásicos (cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina) en combinación con celecoxib, 

DMC y CasII-gly sobre el cultivo bidimensional de HeLa 

  A (µM)   B (µM) A + B A (µM)   B (µM) A+B 

    % Celecoxib %   % DMC % 

Control  Cisplatino    5   Cisplatino   15   

100 0 100 98 100 0 100 100 100 

100 1 95 95 100 1 95 81 100 

100 2 97 99 94 2 97 85 80 

100 3 96 94 35.9 3 96 86 25.89 

100 4 94 93 24 4 91 97 17.23 

100 5 89 94 5 5 86 94 10.89 

      Celecoxib       DMC   

      10       25   

100 0 100 98 100 0 100 100 100 

100 1 95 95 98.64 1 95 81 99.3 

100 2 97 99 64.9 2 97 85 87.5 

100 3 96 94 23.09 3 96 86 35.67 

100 4 94 93 15.09 4 91 97 25.89 

100 5 89 94 2.6 5 86 94 15.9 

    Celecoxib       DMC   

  Paclitaxel   50   Paclitaxel   20   

100 0 100 87 100 0 100 100 100 

100 10 98 85 97 10 99 98 100 

100 12 97 84 65 12 95 96 69.08 

100 14 85 95 76 14 98 95 76 

100 16 87 87 53 16 84 98 53 

      Celecoxib       DMC   

      59       40   

100 0 100 87 100 0 100 100 100 
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100 10 98 85 89.15 10 99 98 98.15 

100 12 97 84 65.48 12 95 96 79.14 

100 14 85 95 35.78 14 98 95 55.91 

100 16 87 87 25.14 16 84 98 14.72 

    Celecoxib       DMC   

  Doxorrubicina   64   Doxorrubicina   25   

100 0 100 87 100 0 100 99 100 

100 10 94 88 96 10 99 98 95.9 

100 12 95 85 86 12 96 97 75 

100 14 87 95 54.9 14 92 96 34.9 

100 16 88 81 55.9 16 91 95 55.9 

      Celecoxib       DMC   

      80       50   

100 0 100 87 100 0 100 99 100 

100 10 94 88 78.56 10 99 98 89.14 

100 12 95 85 68.14 12 96 97 74.6 

100 14 87 95 20.18 14 92 96 65.15 

100 16 88 81 20.14 16 91 95 55.47 
Las combinaciones fueron realizadas como se indica en la sección de material y métodos. A= fármacos canónicos (cisplatino, paclitaxel y 

doxorrubicina), B= celecoxib, DMC y CasII-gly, A+B= es el efecto de la combinación sobre el crecimiento en monocapa de la línea celular HeLa. 

DMC, Dimetilcelecoxib. 
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7.5 Figura suplementaria 1 

 

 
 

Crecimiento de los MCTS de diferentes líneas celulares no tumorales humanas 
(fibroblastos HUVEC, células epiteliales de glándula mamaria MCF10A) y de ratón 
(fibroblastos embrionarios MEF, fibroblastos 3T3).  Cada punto representa el promedio ± 
desviación estándar de 30 esferoides provenientes de 3 cultivos independientes. 
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7.6 Publicaciones en las que colaboré durante mis estudios de maestría 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ORIGI NAL RE:SE:ARC~ ARTICLE: 

Hypoglycemia Enhances 
Eplthehal-Mesenchymal Transition 
and Invasiveness, and Restrains 
the Warburg Phenotype, in 
Hypoxic HeLa Cell Cultures and 
M icrospheroids 
ÁlVARO MARíN-HERNÁNDEZ.* JUAN CARLO S GAllARDO-PÉREZ. 

IlEANA HERNÁNDEZ-RESÉNDIZ. ISIS DEL MAZO-MONSAl VO. 
DIANA XOCHIQUETZAl ROBLEDO-CADENA. RAFAEL MORENO -SÁNCHEZ. 

AN D SARA RODRíGUEZ-ENRíQUEZ* 

Departamento de Bioquimica, Instituto Nadonal de Cardiofogia, "'léxico, Mexico 

The accelerated gr owth cfsclid tumors leads to episode. ofbol'h hypoxia and hypoglycemia (HH) affecting the;r intermediary metabolism, 
signal transduct ion, and transcriptional activi t y. A previous study showed that normoxia (20% 02) plus 24 h hypoglycemia(2.5 mM glucase) 
increased glycolytic fl ux whereas oxidative phosphorylation (OxPhos) was unchanged versus normoglycemia in HeLa cells. However. (he 
simultaneous effect ef HH on energy metabolism has not been yet examined. Therefore. the effect of hypoxia (0.1-1% O2) plus 
hypoglycemia on !'he energy metabolism ef HeLa cells was analyzed by evaluating protein content and activit y, along with fl uxes of bolh 
glycolysis and OxPhos. Under hypoxia, in which cell growth ceased and OxPhos enzyme activi ties, .ó. o/m and fl ux were depressed, 
hypoglycemia did not stimulate glycolytic fl ux despite increasing H-RAS,p-AMPK, Gl UT I, Gl Un, and HKl levels, and further decreasing 
mitochondrial enzyme contento The impaired mitochondrial function in HH cells correlated with mitophagy activation. The depressed 
OxPhos and unchanged glycolysis pattern was also observed in quiescent cells from mature multicellular tumor spheroids, suggesting that 
these inner cell layers are similarly subjected te HH. The principal ATP supplier was glycolysis for HH 20 monolayer and 3D quiescent 
spheroid cells. Accordingly, the glycolYbC inhibiters iodoacetate and gossypol were more effective than mitechondrial inhibiters in 
decreasing HH-cancer cell viability. Under HH , stem cell-, angiogenic-, and EM T-biomarkers, as well as glycoprotein-P content and 
invasiveness, were also enhanced. These observations indicate that HH cancer cells develop an attenuated Warburg and pronounced 
EMT- and invasive-phenotype. 

J. Cell. Physiol. 232: 1346-1359,20 17. e 20 16 Wiley Periodicals, Ine. 

Hypoxia (0. 1- 1 % atmospheric 0v is considered the pri ncipal 
inducer of thegl ycol ytic phenotype in fast growing rumor cell s, 
in a process mediated by HIF- Io stabilization (Gatenby an d 
Gillies, 2004; Okuyama et al., 2010; Rodríguez-Enríquez et al., 
201 0; Marín-Hernández et al., 20 11 ). Prolonged an d severe 
hypoxia (0.1- 1% O 2 for 1 2- 24 h) increases H1F- lo protei n 
levels in several cancer celllines (BxPC3, PCI-43, MiaPaCa2, 
HepG2, HCT 116, HT 1080, and Hela), which in turn promote 
su bstantial increases in the mRNA an d protei n levels of 
controlling and non-con trolling glycolytic enzymes and 
transporters (2 to 18-fol d), as well as in the glycolytic fl ux 
(1.5- 6 times) .... ersus normoxia (21 % O2) (Ebert et al., 1996; 
Natsuizaka et al., 2007; O kuyama et al. , 2010; Rodríguez
Enríquez et al., 2010; Marín-Hern ández et al., 2011). 
Fur th ermore, prolonged and severe hypoxia decreases 
OxPh os fl ux (50-80%) in several cancer cell lines (Froese, 
1962; Ebert et al., 1996; Papandreou et al., 2006; Rodríguez
Enríquez etal. , 20 1 O; Tello et al., 201 1) by(i) lowering (50- 70%) 
the mRNA content of several genes th at encode functional 
su buni ts of cytochrome c oxidase (COXIII), NAOH 
dehydrogenase (NO I), and ATP synthase (ATPase 6); and 
(ii) dec: reasing the comem and activi ty (20- 70%) of OxPhos 
(20GOH, respiratory complex I an d cytochrome c oxi dase) 
and glutaminol ysis (GA) enzymes. 

In parallel to oxygen limitation from 31- 86 iJ.M to 3-1 3 iJ.M 
dissol .... ed ÜJ: in normoxia versus hypoxia, respectively (Vaupel 

e 20 6 WI L ~V p~r;IODICA L S. INC 

~ l-DG, 2-deCXlt)'lkKose; 200, 2-oxcctuame; 
2ooDH, 2-oxotlrtanUl dIh~ Casll-sfy, caslopIN 11 
tr. es. enTone s)'fCNse; e1T, epithel ial-mesenchymll1J1lraitioo: 
Fru6P, fructotl 6 phosphattl: GOH. luo maa cWIydrog.,..; 
G6PDH, ¡llICose+phosphate dehydropnllse; GLUT, ¡lucose 
traI'Isporter. Gle. ,Iucose: HH. hypoxlal'h~a; HK, 
hexokinllK HPIIAM F, hexosephosphaw isomerase.'autocrine 
motllty faaor: ICDH. Isocltrate dehydrogenase: IAA. locIoacetate: 
LDH, lactaw dehydrogenase: MCTS, multicellular tumor sphe roid: 
HDH, milite dehydrogenase: MMP-I. rTatrix meullopn:xeinase-I: 
NN, normoxiamormoglycemia: OxPhos, oxidatlve 
p~sphorylatio n : PDH. pyrtlvate dehydrogen;ue: PRL prolihrative 
layer: QS, qulescent cel b.yer: SDH, succinate dtt.ydrogenue. 
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Energy Metabolism Drugs Block Triple Negative Breast Metastatic 
Cancer Cell Phenotype 
Silvia Cecil ia Pacheco-Velá"? uez,t Diana Xochiquel-zal Robledo-Cadena,t lIeana Hernández- Reséndiz,t 
Juan Carlos Gallardo-Pérez, Rabel Moreno-Sá nchez,t and Sara Rodríguez-Enríquez*'Uct 

tOcpartamento de Bioquímica, Instituto Nacional de Cardiología, 14080 TIa/pan, CD~ Mexico 

*Laboratorio de Medicina Tras laciona~ Instituto Nacional de Cancerología, 14080 Tlalpan, CDMX, Mcxico 

O Supporting lnJomlation 

ABSTRACT: To establish a1ternative targeted therapies against 
triple ncgative (T N) breast canccT, thc energy mctabolism and 
thc sensitivity of ccll growth, migratio n, and invasiveness toward 
mctaoo lic; canonica1, and NSAID inhibitors werc an:UyLcd in 
MDA-MB-23 1 and MDA-MB-468, two TN metastatic breast 
cancer cen lines, unde r both nonnaxia (2 1% O2) and hypoxia 
(0. 1% O2), For comparativc purposcs, the anaIysis was also 
carricd out in thc Icss-mc tastatic breast MCF-7 cancer cells. 
Unde r normoxia, oxidative phosphorylation (OxPhos) was sig
nificantly higher (2-times) in MOA-MB-468 than in MDA
MB-23 1 and MCF-7, whereas their glycolytic fluxes and OxPhos 
and glycolytic protein contents wcre all similar. TN cancer cell 

Triple negatlve breasl 
eaneer ee lla 

lines mainly depended on OxPhos (62-7S96), whercas MCF-7 cclls equally depended on both pathways for ATP supply. 
Hypoxia for 24 h promoted a significant increase (>20 times) in the glycolytic transcriptional master factor HIF) -a in its target 
proteins GLlTf- l, HKI and II, and LOH-A (2-4 times) as well as in the glycolytic flux ( 1.3-2 times) vs normoxia in MDA-MB-
468, MDA-MB-23I , and MCF-7. On the contrary, hypoxia decreased ( 15-6096) the contents of COXIV, 20GOH, NO 1, and 
ATP synthase as well as the OxPhos flux (S0-7596), correlating with a high mitophagy level in the three cell lines. Under 
hypoxia, the three cancer cell lincs mainly depended on glycolysis (70-80%). Anti-ntitochondrial drugs (oligomycin, casiopeina 
II-gly, and methoxy-TEA) and cclecoxib, at doses used to block OxPhos, significantly decreased TN cancer cell proliferation 
(lCso = 2-20 pM), migration capacity ( 1O-90%), and invasiveness (25-65%). The present data support the use of 
ntitochondrially targeted inhibitors for the treatment of TN breast carcinoma. 

KEYWORDS: breast canctr¡ cefecoxib, glycolysis, efleTg)' metabolism clrug5¡ oxidatille pllosphorylatiotl¡ metilstasis 

• INTRODUCTION 

The lack of specmc chemotherapcutic treatments fo r the triple 
negative (TN) breast cancer subtype, as compared to estrogen 
recep tor (ER)- and human ep idennal growth factor receptor-2 
(HER2)-positive breast cancer subtypes, has beco me a wide
spread public health problem that requires further research. I

- 3 

The current TN breast cancer treatmen ts may be based on the 
combination of anthracyelines plus taxanes plus anti-metabo
lites.4,s However, the overall surviva l rates are significantly low in 
comparison to ER-positive patients.6 Recently, novel adjuvan t 
monotherapies or combination therap ies have becn tested in TN 
patients, induding poly(ADP-ribose) polyrnerase (PARP) 
inhibitors, platinum-based drugs, monoclonal antibodies, and 
tyrosine kinase inhibitors.6

,7 TN patients undcr these other treat
ment schemes have shown high response (85% effectiveness) 
compared to the rest of the cancer subtypes (40-70%) aiter the 
first 3 months.8 However, after a longer treatment (9 months), 
tumor recurrence in 34% of patients has emerged. 1 

ThercfoTC, to improve TN patient treatment schemes, a bctte r 
understanding of the illness is mandatory. In this regard, therapeutic 

V ACS Publicat ions C XXXX Amencan (hemic.aI S<xlety A 

strategies based on their metabolic properties have becn pro
posed fo r deterring TN breast cancer growth and metastasis.9, l o 

Therc are several evidences indicating that hi~h ntitochondrial 
activity correlates with metastatic progression. 1 For instance, a 

higher ntitochondrial mem brane potential (..6. ljIm) has been 
deterntined in TN metastatic breast cancer cell lines (BT20, 
MDA-M.B-468, M.DA-MB-23 1, and M.DA-M.B-436) vs ER and 
progcste rone receptor (PR) positive breast cancer ce n lines 
(BT474, MCF-7, T470, and ZR7S I).12 

Metastatic colon carcinoma also develops highe r ..6. ljIm como 
pared to nonmetastatic colon cancer cells. o It has been observed 
that high ..6. ljIm in colon cancer cells correlates with high levels of 
the canonical metastatic markers VEGF and M.MP-7 as well as 
wit h enhanced invasiveness rate and chemoresistance. 14 T hus, 
..6.ljIm has been proposed as a potential marker for an acquired 
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Mutant p53R248Q downregulates oxidative phosphorylation 
and upregulates glycolysis under normoxia and hypoxia in 
human cervix cancer cells 
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Abst raet 
Mutations in pS3 are strongly associated with several highly malignant cancer 

phenotypes but its role in regulating energy metabolism has not been completely 

elucidated. The effect on glycolysis and oxidative phosphorylation (OxPhos) of 

mutant pS3R248Q overexpression in HeLa cells (HeLa·M) was analyzed and 

compared with cells overexpressing wild-type pS3 (HeLa-H) and nontransfected 

cells containing negligible p53 levels (HeLa-L). p53R248Q overexpression induced 

early cell detachment during in vitro growth; however, detached HeLa-M cells 

showed high viability, shorter generation t ime and significant diminution in the 

adhesion proteins E-cadher in and ~-catenin versus HeLa-H and HeLa-L cells. Under 

normoxia, a lower growth rate of attached He La-M cells correlated with decreased 

levels of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), peroxisome proliferator· 

activated receptor gamma coactivator l -a (PGC· lal. adenosine monophosphate· 

activated protein kinase (AMPK), mitochondrial proteins (20-80%) and QxPhos f lux 

(69 ± 12%). On the contrary, HeLa·M also showed increased contents of CDKN1A, 

nuclear factor "B (NF."B), c·MYC, hypoxia· inducible factor l -a (HIF· la; 1- 4 times), 

glycolytic HIF- l a targets (2-4 times), and glycolysis flux (2-fold ) versus HeLa.H. In 

consequence, glycolysis provided -70% of the cellular adenosine triphosphate (ATP) 

in He La-M cells under normoxia whereas, QxPhos predominated (65-82%) in 

HeLa-H and HeLa-L ce lls. Pifithrin-a, a specific p53 inhibitor, did not alter the 

p53R248Q target protein contents and OxPhos and glycolytic fluxes, and a poor 

HIF. la.p53R248Q interact ion was attained, in HeLa-M cells. These observations 

suggested that p53R248Q deficiently interacted with pifithrin-a and HIF-la. 

Therefore, lower mitochondrial biogenesis, deficient H IF- l a/mutant p53 interac

tion, and development of a pseudohypoxic state under normoxia were the apparent 

biochemical mechanisms underlying glycolysis act ivation and QxPhos downregula

tion in HeLa-M cells. 

Abbrm .. tions: ATPS. ATP $ynthase; coxrv. cytodvomo!' ,l)J<idase $uwf1lÍl 4; GA-i.. &lul;ominorse-I.: GlUT. KI...:ose transpOrt<!f": ~.H. ~U cell$ <:lVerexpres'lill& nonmut.lnl pS3 prulein: 
~U·L wild·type HeU cell$ conuining ne&liaible pS3 protein level: Het..a·M. HeU cells OYerelCpre~ing mut.lnt pS~ protein: HK. hexokinue: N01. NADH deh-,.drocerw.e 5Uwnit 1: 
0~f'tlcK. oxiiUtive phosphoryl;ation: PDH. pyruv~te dehvdro&enlIse: PfK1. phosphofructokinll5e 1: PFT-a. pifithrin-<l: PGAM. phosptloglycerllle mutase: TIGAR. TPS3-inducrd glycolvsis;and 
;apoplO$i-.; re¡cullltor. "-"' .... the e~ri(;ll potential differeno:;e ~crO$$!he illfler mitochondrilll membr~ne: 2OGDH. 2-ox"llut.lrate deIlydrog~. 
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Resveratrol inhibits cancer cell proliferation by impairing oxidative 
phosphorylation and inducing oxidative stress 
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1_ Introduction 

ABSTRA C T 

The rcsvcr..tlfol (RSV) efficacy to affeet lhe prolifcration of severa! cancer celllines was initially ex.:unim_od. RSV 

showed higher potency to decrease growth of metastatlc Beta and MOA-MB-231 (lCso = 200-250 I-IM) cells man 
of low rnetastatic MCF·7. Si Ha and A549 (lCso = 40o-500~tM) and non-cancer HUVEC .and 3T3 (ICso ~600 ~tM) 
cells after 48 h exposure. In order lo elucidate Ihe hiochemical mechanisms underlyi ng RSV anli-cancer effecl~, 
me cncrgy mctabolic pathways and lhc oxidative stress mclabolism wcrc analyzcd in Hc.La cclls as metastatic
typc cell model. Il$V (200 1-IM/48 h) significantly dClTcased both glycolysis and oxidalivc pho::.-phorylulion 
(Ox Phos) prOlein conl:enlS (30--90%) and fluxes (40--70%) vs. non-trealoo cells. RSV (lOO IIM/ I-5 min) also 
dccrcascd at a grcater cxlent Oxphos Il ux (nel ADP-stimulaloo respimtion) of isolated tumor milochondria 
( > 50%) man of non-tumor milochond ria « 50%), particularly with succinalc as oxiwzablc substrale. In ad
ditien. RSV promered an excessive cellu la r ROS (2-3 timesl production oorre..~ponding with a signifi c.:'lnl deo. 
cremen l in lhe son activity (hut nol in its conlcm) and GSH levcls; whercas lhe catalasc, glutahione rcduct.asc, 
glutathione pcroxidasc and glutathione-S-transferasc activities (but nOI their conlents) rcmaincd unchangcd. 
RSV (200 IlM/ 48 h) a lso indi1ced cel1ula r dealh a llhough nOI by apoplosis bUl rarher by promoting a strong 
mirophagy acrivation (65%). In concJllsion, RSV impairoo OxPhos by indllcing rn itophagy and ROS over-pro
duction, which in turn halted metaslatic He.La cancer cell growlh. 

The beneficial role of several phyrochemica ls fo r rnlll tiple iII nesses 

(cardiovasclllar event..~, obesity, d iabetes and caneer) has beeo widely 

doeumenled (Szkudelska and Szkudelski , 2010; Jiang e l al_, 2017). 
Parrieular ly, resveratro l (rrans-3,5 ,4 '-tryhydroxysrilbene. RSV) a nat

ural polyphenol fOlUld in largc quantitics in grapes, bcrries and peanuts 

has shown multiplc positivc cffccts on nonual eells (Mukhcrjee el al, 

2010; Baarine ct aJ., 2011)_ Al 0 .1- 50 ~ doses, RSV (a) activatcs 

signaJing and transcript ion factors involved in ccll-cyclc rcgula tioll, 

apoptosis, angiogcnesis, antioxidant mcchanism; an d down-regulates 

cyclooxygenase 2 and NF-kB in immune ee lls (Gao et aL, 2001 ; Svajger 

and Jeras, 2012) ; (b) shows ROS seavenger capaciry (ine reasing NOS 

expression and SIRT1 activation) improving mitochondria l fu ncrion in 

heart (Turan et al., 2012 ) w he reas in neurons, RSV shows a proteetive 

role aga insl Alzhe im er's and Parkinson's d iseases in aging models 

(Richard e r al. , 2011 ); and (e) inhibirs ¡nidarion, prom orion and pro

grcssion of eance r devclopment with apparcnt low toxicity fo r normal 

eclls (Kueek el aL, 2007; Gwak et al., 2015). 

In eanccr eclls, RSV (15-50 ~M for 24-72 h) arrests thc ecllular 

cyclc, induces apoptosis and promotcs a massivc rcaeti ve oxygcn spc

des (ROS) production (Garc.ía-Zcpcda et aJ ., 2013). RSV also dccreascs 

Abbrevf.ations.- ATPS, ATP synthase; ANT. adenine nuc.leotlde translocase; CAT, c:ata lase; Cys, cysleine; CS, citrale synthase; COX, C}'tochrome e oxidase; CI-IP, 
cumene hydmperoxide; DHE, d ihydroethirl ium; GA, glmaminase; GUr n, gluCClSe ImnsporTer 1; GLUT2, glucose transponer 2; GSH, glurmhione; GPx, glut.1lhione 
pcroxidasc; GR, glulalhione roouclase; GDH, glutamate dehydrogenase; GST, glutalhione S-transfcr.lSC; HK1, hexokinasc 1; HKll, hexokinasc ll; HPI, hcxose phosph'lte 
isomerase; MCI'S, multi-cellular tumor spheroids; NBT, nitroblue tetrawl ium; ND I, NAOH dehydrogenase suhun it 1; RSV, resveratrol; son, superoxide d ismutase; , o. 
BHP, len -butylhydropcroxide; 20GOH, 2-oxoglutar..t tc dchydrogcnase; y-EC, gamma-glutamylcysteine . 
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Heart myxoma develops oncogenic and metastatic phenotype 
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Abstraet 
Purpose Heart myxomas have been frequently considered as benign lesions associated with Carney's complex. However, 
after surgical removal, myxomas re-emerge causing dysfunctional heart. 
Methods To identify whether cardiac myxomas may develop a metastatic phenotype as occurs in malignant cancers, a profi le 
of several proteins involved in maJignancy such as oncogenes (c-MYC, K-RAS and H-RAS), cancer-associated metabolic 
transeriptional faetors (HlF-la, p53 and PPAR-y) and epithelial- mesenehymal transition proteins (fibroneetin, vimentin, 
j3-catenin, SNAIL and MMP-9) were eva luated in seven samples from a cohort of patients with atrial and ventricular myxo
mas. The analysis was also performed in: (1) cardiac tissue surrounding the area where rnyxoma was removed; (2) non-cancer 
heart tissue (NCHT); and (3) malignant triple negative breast cancer biopsies for comparative purposes. 
Results Statistical analysis applying univariate (Kruskal- Wallis and Dunn's tests) and multivariate analyses (PCA, principal 
component analysis) revealed thal heart myxomas (7-15 times) and myxorna surrounding tissue (22-99 times) vs. NCHT 
showed high content of c-MYC, p53, vimentin, and HIF-I a, indicating thal both myxoma and its surrounding area express 
oncogenes and malignancy-related proteins as occurs in triple negative breas! cancer. 
Conclusions Based on ROC (receiver operating characteristics) stati stical analysis, c-MYC, HIF- Ia, p53, and vimentin may 
be considered potenlial biomarkers for malignancy deleclion in myxoma. 

Keywords Hearth myxoma . Malignancy . Metastasis . Metaslalic biomarkers . Oncogenic profi le 
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Introduction 

Myxomas are Ihe most common benign primary heart 
tumors followed by lipomas and papillary fibroel aslomas 
(Singh et al. 2015). They can be developed in the four heart 
ehambers (Vargas-Barron et al. 199 1), be ing left atrium 
(80%) the most eommon site (Tarelo-Saueedo et al. 20 16; 
Kothari et al. 201 6). The disorder is transmitted within fami
lies in an autosomal dominanl manner with higher occur
renee in yOll ng women (Sillanen et al. 1976). Myxoma is 
also a primary component of Ihe Carney's complex, a mul
tiple fa mili al neoplasia/lentiginous syndrome (Carney 1985; 
Vargas-Alareón el al. 2008). 

Allhough its origin is not elear, it is hypothesized that 
heart myxoma arises from sub-endolhelial cells or primitive 
ce lls residing in Ihe fossa ol'{llis and surrounding endocar
dium (Burke et al. 2007). Additionally, it has been proposed 
Ihal Herpes simplex virus DNA infect ion may be involved 
in the pathogenesis of atrial myxoma (pateras et al. 2012). 
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