| Hgigoersidad, , @ Facultad

ncepcion %) de Farmacia

INFLUENCIA DEL METABOLISMO LIPIDICO SOBRE LA
RESISTENCIA A DOXORRUBICINA EN CELULAS DE

CANCER DE OVARIO

POR KARIN IGNACIA TOLEDO ONATE

Tesis presentada a la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion para
optar al grado de Magister en Bioquimica Clinica e Inmunologia

Profesor guia y patrocinante: Dr. Felipe Zufiga Arbalti
Profesora Co-guia: Dra. Valeska Ormazabal Valladares
Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia
Facultad de Farmacia

Universidad de Concepcion

Marzo, 2024

Concepcidn, Chile



Se autoriza la reproduccién total o parcial, con fines académicos, por cualquier
medio o procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento.

© 2024, Karin Ignacia Toledo Onate



AGRADECIMIENTOS

Quisiera comenzar expresando mi mas sincero agradecimiento a mi familia
por el amor, el apoyo y la compafia que han brindado a lo largo de mi vida. Su
presencia ha sido un pilar fundamental en mi camino. Quiero destacar
especialmente el apoyo inquebrantable de mi madre y mi tia, Angélica y Veronica,
quienes me han guiado con su sabiduria, consolandome en los momentos dificiles
y compartiendo cada logro y alegria a mi lado. Su dedicacion y sacrificio han sido
un ejemplo para mi, inspirandome a ser la mejor version de mi misma cada dia.
Mama vy tia, les agradezco de corazon por estar ahi, incluso cuando dudaba de mi
misma, por creer en mi cuando mas lo necesitaba y por ensefiarme el verdadero

significado del amor incondicional.

A Lana, quien ha sido un pilar fundamental en los ultimos 4 afos,
acompafnandome tanto en el proceso de pregrado como ahora en el postgrado. Su

compafiia ha traido amor y alegria a mi vida.

A mis amigos, por todo el apoyo incondicional que me han brindado a lo largo
de los anos, pues han sido un refugio en los momentos mas dificiles. Gracias amigos
por escucharme cuando necesitaba desahogarme y por estar a mi lado en los

buenos y malos momentos. Estaré eternamente agradecida por tenerlos en mi vida.

Expreso mi sincero agradecimiento al Dr. Felipe Zufiga, mi profesor tutor,
quien me recibié en su laboratorio en 2019 y ha confiado en mis capacidades. Le
agradezco no solo por su apoyo académico, sino también por su apoyo en el ambito
personal. Sus ensefianzas han sido fundamentales en mi desarrollo cientifico y
como persona. Gracias por inspirarme, motivarme y brindarme las herramientas
necesarias para alcanzar mis metas. También quiero reconocer a la Dra. Valeska
Ormazabal, quien ha respaldado mi tesis tanto en pregrado como en postgrado,

brindandome valiosos consejos y contribuyendo a mi desarrollo personal.

Finalmente, quiero expresar mi gratitud a mi equipo de laboratorio, quienes
me ayudaron y apoyaron en los momentos criticos. Gracias por hacer grata mi

estadia durante estos dos anos.



INDICE

INDICE DE ILUSTRACIONES ...ttt 6
INDICE DE TABLAS ... oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnees 8
ABSTRACT ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aa—aaeaaeeeaanraes 9
RESUMEN ....ooiiiiiiee ettt e e e e et e e e e e ettt e e e e e e aaaneeeaeeeennnnees 1
1. INTRODUGCCION ..ottt 13
1.1.  Generalidades del CANCET........cccooiiiii i 13
I 07 o o7 =T o [N o 1V o USRS 14
1.3. Drogas antineoplasicas utilizadas como tratamiento en pacientes con
(o7= 1 g To7=T o [T 0 V7= | [ TR 17
1.4. Lineas celulares de cancer de OVario...........couuuuuueiiiiiiieeeeee e 19
1.5. Alteraciones del metabolismo celular..............cccceiiiiiiiii s 21
1.6. Metabolismo de 10s lipidOS Y CANCET.........ccooiiiiiiiiiiieeeeeee e 27
1.7.  Inhibidores del metabolismo lipidiCO...........oooeiiiiiiiiiiiiiieee e, 32
2. PROBLEMAY PREGUNTA DE INVESTIGACION.......c.ccooviiiieeeieeeeeeen, 34
3. HIPOTESIS ...t e e e e e et e e e e e e e naanreeaeas 35
4. OBUETIVOS ...t e e e e e e et e e e e e e nnarenaeas 35
4.1.  ODbJetivo general .........oooo i 35
4.2.  ODbJetivOos geNerales.........ccooiiiiiiiiiiiiiee e 35
5. MATERIALES Y METODOS .....oooiuiiieeeeeeeeee et 36
5.1.1.  Cultivo de lineas celulares. ... 36
5.1.2.  Analisis de lipiddmica por LC-MS...........coooiee e 36
5.1.2.1. Extraccion de 1as MUESLras ........cccooeiiieiiiiiiiiiieier e 36
5.1.3.  Cuantificacion de genes asociados a la via lipidica por RT-gPCR en
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3y SK-OV-3.........ccccciiiiiiinnns 39
5.2.1. Determinacién del efecto citotdxico de orlistat y etomoxir sobre las
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3y SK-OV-3..........cccciiiiiiinnne 40
5.2.2. Determinacion del efecto de orlistat y etomoxir sobre la proliferacion
celular en las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3...... 41

5.2.3.  Cuantificacion de genes asociados a la via lipidica y glicolitica por RT-
gPCR en lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3 tratadas
CON Orlistat Yy @tOMOXIF. ... 43

5.3.1.  Evaluacion de la sensibilidad de DOX en lineas celulares OVCAR-3 y
TGO Y PSR 44



5.3.2.  Evaluacion de la sensibilidad de DOX en lineas celulares OVCAR-3 y

SK-OV-3 tratadas con orlistat y etomoxXir. ... 45
5.4. Analisis estadiStiCO ........ccovvmiiiiii 46
6.1.1.  Analisis de lipiddmica por LC-MS...........ccoor e 47
6.1.2.  Cuantificacion de genes asociados a la via lipidica por RT-gPCR en
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3y SK-OV-3..........cccciiiiiinne 53

6.2.1. Analisis del efecto citotoxico de orlistat y etomoxir en las lineas
celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3, y su impacto en la
proliferacion CelUlar. ...............o oo 54

6.2.2.  Cuantificacion de genes asociados a la via lipidica y glicolitica por RT-
gPCR en lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3 tratadas

coN Orlistat Yy @tOMOXIF. .........uiiiiiiiiiiiei e 62
7. DISCUSION ..ot en e 83
8. CONCLUSIONY PROYECCIONES ..o 100
9. BIBLIOGRAFIA ... 104
10, ANEXO ..o 115



INDICE DE ILUSTRACIONES

Figura 1-1. Grafico de estimacion de los canceres con mayor tasa de incidencia y

mortalidad que afectan a mujeres de todas las edades a nivel mundial ............... 14
Figura 1-2. Grafico dosis-respuesta de DOX sobre OVCAR-3 y SK-OV-3............ 20
Figura 1-3. Esquema del Efecto Warburg en células cancerosas. ...............c........ 22
Figura 1-4. Curva de proliferacion celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 bajo el
tratamiento de 2-DG ... 24
Figura 1-5. Grafico GR para DOX en OVCAR-3 tratadas con 2-DG ..................... 25
Figura 1-6. Grafico GR para DOX en SK-OV-3 tratadas con 2-DG........................ 26
Figura 1-7. Metabolitos identificados en OVCAR-3 y SK-OV-3 ........ccccciiiiiiiiinnnnn. 27
Figura 1-8. Esquema del metabolismo de 10s lipidoS ..........ccooeiriiiiiiiiiiiiie. 29
Figura 2-1. Curva de densidad celular OVCAR-3.........coooiiiiiiiiiiieee 42
Figura 2-2. Curva de densidad celular de SK-OV-3..........oiiiiiiiiiiee 43

Figura 6-1. Analisis estadistico del conjunto de datos LC-MS adquiridos en los
modos de adquisicion ESI+ y ESI- para la comparacion del lipidomas entre las
células OVCAR-3 Y SK-OV-3 ... 48

Figura 6-2. Diferencias de lipidos por comparacion de grupos entre células OVCAR-

3 y SK-OV-3 obtenidas mediante el analisis de fold change...............ccccccceeenn. 50
Figura 6-3. Niveles de expresion de ARNm de CD36, FASN, CPT1Ay CPT1B en
OVCAR-3 Y SK-OV-3 ittt e e e e e e e e e e e e e e e nnnnreeeeas 53
Figura 6-4. Viabilidad celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 frente al tratamiento con
(o3 15 = S PUSRRRR 55
Figura 6-5. Curva de proliferacion celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 bajo el
tratamiento de orlistat ... 57
Figura 6-6. Viabilidad celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 frente al tratamiento con
L= o1 0 (] PSPPSR 59
Figura 6-7. Curva de proliferacion celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 bajo el
tratamiento de etOMOXIr ........ooi i 61



Figura 6-8. Expresion de ARNm de CD36, FASN, CPT1Ay CPT1B en OVCAR-3 y

SK-OV-3 tras el tratamiento con orlistat..............oooorrrii 63
Figura 6-9. Figura 6-9. Expresion de ARNm de CD36, FASN, CPT1Ay CPT1B en
OVCAR-3 y SK-OV-3 tras el tratamiento con etomoxXir...........ccccoeeeeeeeeeiiiiiieceinnnne. 65
Figura 6-10. Expresion de ARNm de CD36, FASN, CPT1Ay CPT1B en SK-OV-3
tras el tratamiento con orlistat...............ooiiii i 67
Figura 6-11. Expresion de ARNm de CD36, FASN, CPT1A y CPT1B en SK-OV-3
tras el tratamiento CON EtOMOXIr..........ue e 69
Figura 6-12. Expresion de ARNm de GLUT1, HK2, PKM y LDHA en OVCAR-3 y SK-
OV-3 tras el tratamiento con orlistat.............ccoooeiiiii 71
Figura 6-13. Expresion de ARNm de GLUT1, HK2, PKM y LDHA en OVCAR-3 y SK-
OV-3 tras el tratamiento Con etOMOXIr ........ccooveii i 73
Figura 6-14. Expresiéon de ARNm de GLUT1, HK2, PKM y LDHA en SK-OV-3 tras el
tratamiento con orlistat...........ooooi s 75
Figura 6-15. Expresiéon de ARNm de GLUT1, HK2, PKM y LDHA en SK-OV-3 tras el
tratamiento CoON €lOMOXIF .......oooiii e 77
Figura 6-16. Grafico dosis-respuesta a doxorrubicina en células OVCAR-3......... 79
Figura 6-17. Grafico dosis-respuesta a doxorrubicina en células SK-OV-3........... 81



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Identificacion de los lipidos significativos categorizados por la ontologia de
subclases de lipidos en SK-OV-3 obtenida mediante el analisis lipidomico. ......... 51
Tabla 2. Valores de ICso obtenidos para doxorrubicina en células OVCAR-3 sin tratar
y tratadas con orlistat y €t0MOXIr. ...........oooeiiiiiiiiiii e 80
Tabla 3. Valores de ICso obtenidos para doxorrubicina en células SK-OV-3 sin tratar

y tratadas con orlistat y €t0MOXIr. ..........ooooeiiiiiiiiiiii e 82



ABSTRACT

Ovarian cancer represents a critical challenge in gynecological oncology,
ranking as the fifth leading cause of cancer death in women and the second among
gynecological cancers. Its high mortality rate is primarily attributed to late diagnosis,
frequent recurrence, and resistance to antineoplastic drugs used in chemotherapy.
In recent years, the fundamental role of metabolic reprogramming in cancer initiation
and progression has been acknowledged. Although aerobic glycolysis (the Warburg
effect) has been extensively studied as the predominant metabolic disturbance in
cancer cells, previous research has revealed that inhibiting this pathway does not
significantly impact resistance to antineoplastic agents in ovarian cancer. Instead,
metabolomic analyses have suggested that changes in lipid metabolism may be
crucial in this phenomenon. Lipid metabolism has emerged as an area of interest
due to its contribution to cancer cell growth and proliferation. Studies have
demonstrated that cancer cells, including those in ovarian cancer, exhibit a
heightened dependence on lipid synthesis and utilization to meet their bioenergetic
needs. In this thesis, we investigated the dependence of fatty acid synthesis and -
oxidation in two ovarian cancer cell lines, one sensitive and one drug-resistant, using
specific inhibitors against doxorubicin resistance. Through lipidomic analyses, we
identified an increase in the expression of glycerophospholipids, such as
phosphatidylcholine, exclusively in resistant cells. For the study of fatty acid
synthesis and B-oxidation inhibition in cancer cells, two drugs were used: orlistat, an
inhibitor of fatty acid synthase, and etomoxir, an inhibitor of carnitine
palmitoyltransferase 1. We evaluated the inhibitors' effects on cell proliferation and
quantified the mRNA expression of lipid and glycolytic enzymes over a 48-hour
period. We observed that both inhibitors halted cell proliferation in a dose-dependent
manner. We then assessed doxorubicin sensitivity through dose-response curves in
both cell lines treated with orlistat and etomoxir. We found that inhibiting fatty acid
synthesis in resistant cells reduced doxorubicin pharmacological potency, while -
oxidation inhibition did not induce changes. These findings suggest that, although
resistant cells exhibit a predominance of lipid metabolism, fatty acid synthesis is not



the metabolic pathway associated with antineoplastic drug resistance, as its
blockade made these cells even more resistant, while also enhancing other
metabolic pathways such as B-oxidation and glycolysis, indicating their ability to
adapt and reprogram metabolically. Moreover, we found that (-oxidation plays a
crucial role in cell survival, as prolonged blockade prevented these cells from
adapting metabolically, ultimately inducing cell death. However, some cells survived
both conditions, highlighting cellular heterogeneity. It is essential to continue
investigating metabolism in cancer cells that survived fatty acid synthesis and -
oxidation inhibition, as this would help us answer the question of which metabolic
pathway is rendering cancer cells resistant, while also providing crucial information
about tumor evolution in ovarian cancer patients, whose cancer cells have managed
to reprogram their metabolism due to nutritional changes and chemotherapy.
Achieving this understanding would allow us to improve therapeutic strategies in

ovarian cancer.
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RESUMEN

El cancer de ovario representa un desafio critico en la oncologia
ginecoldgica, siendo la quinta causa de muerte por cancer en mujeres y la segunda
entre los canceres ginecoldgicos. La alta tasa de mortalidad se atribuye
principalmente al diagnostico tardio, asi como a la recidiva frecuente y la resistencia
a las drogas antineoplasicas utilizadas en la quimioterapia. En los ultimos afios, se
ha reconocido que la reprogramacion metabdlica juega un papel fundamental en la
iniciacion y progresion del cancer. Aunque la glicdlisis aerdbica (efecto Warburg) ha
sido ampliamente estudiada como la perturbacion metabdlica predominante en las
células cancerosas, investigaciones previas han revelado que la inhibicion de esta
via no impacta significantemente en la resistencia a los agentes antineoplasicos en
el cancer de ovario. En cambio, analisis metabolémicos han sugerido que los
cambios en el metabolismo lipidico pueden ser cruciales en este fenémeno. El
metabolismo de los lipidos ha emergido como un area de interés debido a su
contribucion al crecimiento y proliferacion de las células cancerosas. Estudios han
demostrado que las células cancerosas, incluidas las de cancer de ovario, exhiben
una dependencia elevada de la sintesis y utilizacién de lipidos para satisfacer sus
necesidades bioenergéticas. En esta tesis, investigamos la dependencia de la
sintesis de acidos grasos y [(-oxidacion en dos lineas celulares de cancer de
ovarios, una sensible y otra resistente a drogas, mediante el uso de inhibidores
especificos sobre la resistencia a doxorrubicina. A través de analisis lipidomicos,
identificamos un aumento en la expresion de glicerofosfolipidos, como
fosfatidilcolina, exclusivamente en las células resistentes, Para el estudio de la
inhibicion de la sintesis de acidos grasos y de la [-oxidacion en las células
cancerosas, se utilizaron dos drogas: orlistat, inhibidor de la acido graso sintasa, y
etomoxir, inhibidor de la carnitina palmitoiltransferasa 1. Evaluamos el efecto de los
inhibidores sobre la proliferacion celular y cuantificamos la expresion de ARNm de
enzimas lipidicas y glicoliticas durante un periodo de 48 horas. Observamos que
ambas inhibidores detuvieron la proliferacion celular de manera dependiente de la
dosis. Luego, evaluamos la sensibilidad a doxorrubicina mediante curva de dosis-

respuestas en ambas lineas celulares tratadas con orlistat y etomoxir. Descubrimos
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que la inhibicidn de la sintesis de acidos grasos en las células resistentes disminuyo
la potencia farmacologica de doxorrubicina, mientras que la inhibicion de la B-
oxidacion no indujo cambios. Estos hallazgos sugieren que, aunque las células
resistentes presentan una predominancia por el metabolismo lipidico, la sintesis de
acidos grasos no es la via metabolica asociada con los mecanismos de resistencia
a drogas antineoplasicas ya que su bloqueo volvié aun mas resistentes a este tipo
celular, ademas de potenciar otras vias metabdlicas como la (B-oxidacion y la
glicdlisis, indicandonos que logran adaptarse y reprogramarse metabodlicamente.
Por otro lado, encontramos que la B-oxidacién tiene un papel crucial en la
supervivencia celular ya que su bloqueo prolongado provoco que estas células no
lograran adaptarse metabdlicamente, induciendo finalmente su muerte celular. Sin
embargo, algunas células sobrevivieron ambas condiciones, destacando la
heterogeneidad celular. Es fundamental continuar con la investigacion del
metabolismo en las células cancerosas que sobrevivieron a la inhibicién de la
sintesis de acidos grasos y de la -oxidacion, ya que nos ayudaria a responder la
incognita sobre qué via metabdlica esta volviendo resistente a las células
cancerosas, ademas de proporcionar informacion crucial sobre la evolucién del
tumor en una paciente con cancer de ovario, cuyas células cancerosas han logrado
reprogramar su metabolismo celular debido a los cambios nutricionales y a la
quimioterapia. Lograr concretar este conocimiento nos permitiria mejorar las

estrategias terapéuticas en el cancer de ovario.
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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades del cancer

El cancer es una enfermedad no transmisible que exhibe tasas de mortalidad
significativas a nivel mundial, situandose como la primera causa de muerte en Chile
(Sung et al, 2021). En las ultimas décadas, la incidencia del cancer ha
experimentado un aumento alarmante, probablemente vinculado al estilo de vida,

cambios en los habitos y el aumento de la esperanza de vida (Roy & Saikia, 2016).

Esta enfermedad se distingue por una desregulacion en el proceso de
division celular normal, lo cual conduce a una proliferacion descontrolada de células
malignas que exhiben diferencias morfolégicas y funcionales. Este fenomeno se
acompana de una acumulacion secuencial de mutaciones, donde cada una
promueve la pérdida de caracteristicas especificas del tejido. Este proceso conduce
finalmente a la desdiferenciacion celular y la regresion a un fenotipo mas primitivo
(Aguilar-Gallardo & Simon, 2013).

A nivel mundial, en el afio 2020 se registraron 19,2 millones de casos
incidentes de cancer. El cancer de mama ocup06 el primer lugar registrando el 11,7%
de los casos, seguido por cancer de pulmon (11,4%), cancer colorrectal (10%),
cancer de prostata (7,3%) y cancer de estdmago (5,6%). Sin embargo, segun las
tasas de incidencia ajustadas, el tipo de cancer con mayor incidencia el afio 2020
fue el cancer de mama (47,8 casos por 100.000 habitantes), seguido del cancer de
préstata, pulmon y colorrectal (Ministerio de Salud [MINSAL], 2022).

En el analisis especifico del sexo femenino, segun se evidencia en la Figura
1-1, el cancer de mama y pulmon mantienen su posicion como el de mayor y tercer
incidencia, respectivamente. No obstante, a pesar de que el cancer de mama
ostenta el rol preeminente como la principal neoplasia que afecta a las mujeres, se
caracteriza por una tasa de mortalidad relativamente baja, alcanzando los 13,6 por
100.000, en marcado contraste con su alta tasa de incidencia, situada en 47,8 por
100.000.

13



Al comparar los otros tipos de cancer que afectan a las mujeres, segun la
Figura 1-1, el cancer de ovario se presenta con una incidencia mas reducida,
registrando 6,6 por 100.000, pero con una alta tasa de mortalidad, situada en 4,2
por 100.000, destacando la importancia de considerar tanto la incidencia como la
mortalidad al evaluar la carga de la enfermedad asociada a estos trastornos.

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, World, females, all ages (excl.
NMSC)

Breast
Colorectum
Lung
Cervix uteri
Thyroid
Corpus uteri
Stomach
Ovary

Liver

. Incidence
Non-Hodgkin lymphoma M Mortality

0 10 20 30 40

Graph production: Global Cancer ASR (World) per 100 000
Observatory (http//gcc )

Figura 1-1. Grafico de estimacion de los canceres con mayor tasa de incidencia y
mortalidad que afectan a mujeres de todas las edades a nivel mundial. Fuente:
GLOBOCAN 2020 (https://gco.iarc.fr/en)

1.2. Cancer de ovario

El cancer de ovario constituye una de las neoplasias ginecologicas malignas
preeminentes que afectan principalmente a los ovarios, emergiendo como la
segunda causa de mortalidad en mujeres diagnosticadas con patologias
oncolégicas ginecoldgicas (Bray et al., 2018; Sambasivan, 2022). Ademas, se
posiciona como la quinta causa mas frecuente de decesos en mujeres en general
(Arora et al., 2024). La denominacion “cancer de ovario” engloba varios histotipos
que exhiben diversas bases celulares, anomalias moleculares y trayectorias de
progresion de la enfermedad en pacientes (Hasan et al., 2015). Aunque pueda
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afectar a mujeres de todas las edades, su diagndstico se manifiesta con mayor
frecuencia después de la menopausia (Doubeni et al., 2016).

En el transcurso del afio 2020, se confirmaron 21.750 nuevos casos de
cancer de ovario, representado el 1.2% de la totalidad de casos de cancer a nivel
mundial (Sung et al., 2021). En el contexto especifico de Chile, se estima que las
cincos regiones con la mayor incidencia se ubican en Magallanes (12,2 por cada
100.000 mujeres), Biobio (8.1 por cada 100.000 mujeres), Tarapaca (7,4 por cada
100.000 mujeres), Los Lagos (7,3 por cada 100.000 mujeres) y Los Rios (7.2 por
cada 100.000 mujeres) (Ministerio de Salud [MINSAL], 2019).

Dependiendo del tejido de origen, el cancer de ovario se clasifica en tres
categorias principales: carcinoma epitelial, carcinomas de células germinales y
carcinoma de células estromales. El carcinoma epitelial (EOC) constituye la variante
mas prevalente, representando aproximadamente el 90% de todos los casos en
mujeres. EI EOC se subdivide en dos tipos histologicos distintos: los tumores de tipo
1, caracterizados por su homogeneidad genética, lento desarrollo y frecuentemente
localizado dentro del ovario al momento del diagndstico, lo que facilita la deteccion
temprana. Los tumores de tipo 2, por otro lado, se distinguen por su alta invasividad
y rapido crecimiento, siendo identificados en etapas mas avanzadas (Kroeger &
Drapkin, 2017). En esta ultima categoria se encuentra el carcinoma seroso de alto
grado (HGSOC).

El HGSOC representa el histotipo mas prevalente y, simultaneamente, uno
de los mas agresivos, constituyendo aproximadamente el 70% de los casos
diagnosticados (Natanzon et al., 2018). Se distingue por su inestabilidad genética,
atribuible a mutaciones en genes especificos. La mutacion mas frecuente recae en
el gen TP53, el cual codifica la proteina p53. Esta proteina supresora de tumores
desempenia funciones cruciales, incluyendo la activacién de enzimas de reparacion
del ADN vy la induccién de apoptosis en situaciones donde el dafio en el ADN es
irreparable, evitando asi la proliferacion de las células con anormalidades genéticas;
las mutaciones de TP53 generan proteinas p53 no funcionales. Ademas, se ha
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identificado mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2, las cuales resultan en
defectos en los mecanismos de reparacion del ADN (Matulonis et al., 2016).

Con respecto a su etiopatogenia, a excepcion de los casos derivados
predisposicién hereditaria, se postula que las dos principales hipétesis que podrian
explicar la carcinogénesis en el ovario son las siguientes: sucesivas ovulaciones,
que terminan ocasionando traumas repetidos y reparacion del epitelio del ovarico,
lo cual termina induciendo mutaciones genéticas que finalmente desencadenan la
formacion de una neoplasia; y exceso de secrecion de gonadotropinas, que termina
en elevadas concentraciones de estrogenos y, consecuentemente, a una
proliferacion epitelial y posible transformacién maligna (Ministerio de Salud
[MINSAL], 2019).

Las principales causas de la elevada tasa de mortalidad en el cancer de
ovario son el diagndstico tardio y la recidiva del cancer primario, acompafados por
la resistencia a la quimioterapia. Un 75% de los casos se diagnostican en etapas
avanzadas, en parte debido a la falta de especificidad en los sintomas del cancer
de ovario, lo que facilita que pase desapercibido en etapas tempranas, al poder
atribuirse a otras posibles enfermedades (Arora et al., 2022). Frecuentemente, los
sintomas y signos clinicos se manifiestan cuando el cancer ya ha progresado a una
etapa avanzada. Estos incluyen dolor abdominal, hinchazon persistente, saciedad
temprana, fatiga, sintomas urinarios, dolor de espalda, pérdida de peso, sangrado
y secreciones vaginales anormales (Lheureux et al., 2019).

En contraste, alrededor del 80% de las pacientes experimentan una recidiva
de la enfermedad en los primeros 5 afos después del diagndstico, donde solo el
15% de los casos responden a la quimioterapia subsiguiente (van Zyl et al., 2018).
El reducido indice de respuesta a la quimioterapia se atribuye al desarrollo de

quimiorresistencia a las drogas antineoplasicas en las pacientes.

En etapas tempranas, el cancer de ovario muestra una tasa de supervivencia
a los 5 afos del 92%. Sin embargo, esta cifra disminuye significativamente,
oscilando entre el 17% y el 28%, en el caso de pacientes con la enfermedad en
etapas avanzadas (Kroeger & Drapkin, 2017). Ademas, debido a la naturaleza
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avanzada de la enfermedad, se requiere la implementacion de tratamientos
antineoplasicos agresivos. Aunque estos tratamientos buscan un efecto terapéutico,
suelen conllevar efectos colaterales que pueden comprometer la salud de la

paciente, perjudicando aun mas la supervivencia.

1.3. Drogas antineoplasicas utilizadas como tratamiento en pacientes

con cancer de ovario.

El tratamiento inicial para el cancer de ovario se centra en llevar a cabo una
cirugia con el objetivo de lograr una citorreduccion maxima, seguida de una
quimioterapia adyuvante intravenosa que combina platino y paclitaxel (Kuroki &
Guntupalli, 2020). Es importante destacar que esta estrategia se aplica de manera

independiente al subtipo histolégico del cancer de ovario (Arora et al., 2022).

En los compuestos derivados del platino, se incluye el carboplatino y
cisplatino. Ambos compuestos comparten un mecanismo de accion que implica la
formacion de un enlace covalente con los atomos de nitrogeno de dos guaninas
adyacentes en la misma cadena de ADN o con una cadena diferente. Este enlace
funciona como un aducto del ADN, generando la inhibicién de la replicacion del
material genético al obstaculizar la separacion de las hebras de ADN. En
consecuencia, la capacidad de la célula para dividirse se ve comprometida, y se
inhibe la transcripcion del ADN, llevando finalmente a la supresion de la division
celular e induciendo la apoptosis (Damia & Broggini, 2019; Kuroki & Guntupalli,
2020).

El agente antineoplasico paclitaxel promueve la polimerizacion de los
dimeros de tubulina que forman los microtubulos y los estabiliza evitando la
despolimerizacion. Este mecanismo conduce a que los cromosomas no logren
alcanzar la configuracion requerida para la metafase, resultando en la detencion de

la mitosis y, finalmente, induciendo la apoptosis (Ezrahi et al., 2019).

Aunque un porcentaje notable de pacientes presentan una respuesta inicial

positiva al tratamiento con base en platino, la mayoria de ellas experimentas
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recidivas en los siguientes 18 meses, con una tasa de supervivencia a 5 afios de
aproximadamente el 30% (Munoz-Galvan et al., 2020). Solo un 15% de los casos
responden favorablemente a la quimioterapia posterior, debido al desarrollo de
resistencia a los farmacos antineoplasicos utilizados en la terapia de primera linea,

especialmente aquellos derivados de platino (Damia & Broggini, 2019).

Por esta razon, resulta crucial considerar otros agentes para la quimioterapia
de segunda linea en pacientes que han desarrollado resistencia a los compuestos
de platino. En la década de los 90, se inicid el desarrollo de nuevas drogas con
actividad en la segunda linea de tratamiento para abordar el cancer de ovario que
ha recidivado tras la terapia inicial. Después de diversos estudios que compararon
estos farmacos en monoterapia, los resultados respaldaron la aprobacién de la
doxorrubicina (DOX) para el tratamiento de segunda linea en el cancer de ovario
(Gordon et al., 2004).

La doxorrubicina (DOX) es un antibidtico antraciclina con propiedades
antitumorales producido por Streptococcus peucetius var. caesius (Arcamone et al.,
1969). Este agente citotoxico ejerce su accion a través de dos mecanismos duales:
i) puede intercalarse con el ADN, afectando asi diversas funciones y bloqueando la
sintesis de ADN, generando roturas en las cadenas simples y dobles (Rodriguez
Carranza, 2015), y perturbando el mecanismo de reparacion del ADN mediado por
la topoisomerasa; y ii) libera radicales libres. La DOX tiene la capacidad de oxidarse
a semiquinona, un metabolito inestable que se convierte nuevamente en DOX
mediante una via que genera especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto provoca
peroxidacion lipidica, dafio en la membrana, lesiones en el ADN, estrés oxidativo y
muerte celular mediante la induccion de vias apoptoticas (Faraji et al., 2016).

A pesar de ser uno de los farmacos mas efectivos para tratar diversos tipos
de cancer en adultos y nifios, la DOX presenta un efecto secundario significativo
que restringe su uso: la cardiotoxicidad dependiente de la dosis. Este efecto adverso
puede ser potencialmente letal en sobrevivientes de cancer muchos anos despueés
de suspender la quimioterapia (Kalyanaraman, 2020). Ademas, las quimioterapias

citotoxicas convencionales de segunda linea, que incluyen la DOX, ofrecen un
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beneficio clinico limitado, con tasas generales de respuesta que oscilan entre el
10% y el 25% (Chatterjee et al., 2010), destacando asi la necesidad insatisfecha de

desarrollar nuevas terapias.

1.4. Lineas celulares de cancer de ovario

En las ultimas décadas, se ha experimentado un avance significativo en las
herramientas moleculares utilizadas para identificar los mecanismos involucrados
en la progresion o la respuesta al tratamiento del cancer. A pesar de estos avances,
debido a la marca heterogeneidad de las células cancerosas, aun no se ha logrado
investigar en profundidad los eventos que ocurren al interior del tumor de un
paciente. En este contexto, las lineas celulares han emergido como una herramienta
esencial en la investigacion del cancer, permitiendo estudiar la biologia del tumor y
todos los aspectos relacionados.

Los distintos tipos de cancer son enfermedades que presentan evoluciones
y enfoques terapéuticos unicos. En este sentido, las lineas celulares son modelos

utiles in vitro que permiten avanzar hacia la medicina personalizada del cancer.

Para estudiar el cancer de ovario, se dispone de diversas lineas celulares
que se distinguen por sus caracteristicas histoldgicas y genéticas. Estas lineas
celulares provienen tanto de tumores serosos como no serosos de alto grado, y se

clasifican en funcién de su perfil genémico (Domcke et al., 2013).

OVCAR-3 es una linea celular de cancer de ovario humano, derivada de
HGSOC, que presenta una morfologia tipo epitelial. Fue descubierta en el afio 1982
de la ascitis maligna de una mujer de 60 afios con adenocarcinoma de ovario
progresivo. Este tipo de linea celular se caracteriza por representar una etapa

temprana del cancer de ovario.

SK-OV-3 es una linea celular de cancer de ovario humano, derivada de OC
no seroso, que presenta una morfologia tipo epitelial. Fue descubierta en el afio
1973 proveniente de liquido ascitico de una mujer caucasica de 64 afos con
adenocarcinoma de ovario. Aunque la informacion sobre el origen de SK-OV-3 es

limitada, se sabe que derivé del liquido ascitico en vez de un tumor primario y, dado
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que la formacion de ascitis esta asociada con la enfermedad avanzada, presenta un
comportamiento invasivo que también representa el comportamiento de la

enfermedad en etapa avanzada (Ahmed & Stenvers, 2013).

Se ha evidenciado que la linea celular SK-OV-3 exhibe comportamientos
diferentes en comparacion con la linea celular OVCAR-3: muestra una capacidad
de migracion mas rapida y una invasion significativamente mayor (Hallas-Potts et
al., 2019). Ambas lineas celulares desarrollan resistencia a las drogas utilizadas en
la quimioterapia de primera linea, como el cisplatino (Kim et al., 2012). Sin embargo,
se ha observado que ambas lineas celulares responden de manera diferente ante
la DOX (Alarcon-Zapata et al., 2023).

Al analizar las curvas de respuesta al crecimiento (GR), se observa que la
DOX exhibe dos efectos distintos: en las células OVCAR-3, actua como un agente
citotoxico, mientras que en las células SK-OV-3, funciona como un agente
citostatico, es decir, tiene la capacidad de inhibir la proliferacion celular sin inducir

citotoxicidad, tal como se muestra en la Figura 1-2.
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Figura 1-2. Grafico dosis-respuesta de DOX sobre OVCAR-3 y SK-OV-3. Curva
GR para evaluar DOX sobre las lineas celulares OVCAR-3 y SK-OV-3 a las
concentraciones de 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM por 24 horas. A) Células
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OVCAR-3 tratadas con DOX por 24 horas. B) Células SK-OV-3 tratadas con DOX
por 24 horas. Fuente: (Toledo-Onate, 2023)

1.5. Alteraciones del metabolismo celular

La desregulacion de la energia celular constituye a uno de los sellos
distintivos del cancer y ha demostrado respaldar diversos pasos durante el
desarrollo de la enfermedad. Este fendmeno implica una reprogramacion
metabdlica destinada a favorecer el crecimiento, la proliferacion, la invasion y la
metastasis de las células cancerosas, alterando el metabolismo que opera
normalmente la mayoria de las células (Hanahan & Weinberg, 2011). Desde hace
mucho tiempo se ha observado que las células cancerosas presentan una actividad

metabdlica andmala en comparacion con las células de su tejido de origen.

La perturbacion metabdlica mas reconocida en las células cancerosas es el
efecto Warburg, también conocido como glicolisis aerobica. Se trata de una
alteracion en la cual las células cancerosas consumen cantidades elevadas de
glucosa y la metabolizan en lactato, utilizando la glicdlisis como su principal fuente
de ATP, mientras suprimen la fosforilacion oxidativa, incluso en presencia de
oxigeno (Kubicka et al., 2021) (Figura 1-3). No obstante, el metabolismo andémalo
de la glicolisis no es la unica perturbacion metabdlica presente en las células
cancerosas. En los ultimos afios, se ha reconocido la existencia de otras vias
metabodlicas alteradas en el cancer, siendo particularmente relevante el
metabolismo de los lipidos (Zechner et al., 2012). Estas alteraciones metabdlicas
en las células cancerosas, caracterizadas por un incremento en la actividad
glicolitica y lipidica, les permiten satisfacer su demandas de macromoléculas y
energia, respaldando asi el rapido crecimiento y proliferacién celular (Zhao et al.,
2017).
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Figura 1-3. Esquema del Efecto Warburg en células cancerosas. NADPH:
nicotinamida adenina dinucledétido fosfato; ROS: especies reactivas de oxigeno;
UCP: proteinas desacopladoras; PEP: fosfoenolpiruvato; GLUT: transportadores de
glucosa; HK: hexoquinasa; GG6P: glucosa-6-fosfato; MCT: transportadores de
monocarboxilatos; PPP: via de las pentosas fosfato; PGFK1: fosfofructoquinasa-1;
PKM: piruvato quinasa; LDHA: lactato deshidrogenasa A. Modificado de: (Fu et al.,
2017).

Se ha constatado que los diversos tipos histolégicos de cancer de ovario
exhiben distintos cambios metabdlicos, los cuales estan influenciados por las
condiciones especificas del cancer, incluyendo la quimiorresistencia frente a la
quimiosensibilidad, asi como la agresividad del tumor (Nantasupha et al., 2021).
Esto se ha evidenciado en investigaciones que destacan la presencia de elevados
niveles de actividad glicolitica en lineas celulares de cancer de ovario humano en

comparacion con células ovaricas humanas normales. Ademas, la evidencia clinica
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respalda el aumento de la actividad glicolitica en los tejidos afectados por el cancer
de ovario, contrastando con los tejidos ovaricos normales (Nantasupha et al., 2021).
Estos hallazgos se han corroborado mediante el aumento de las enzimas GLUT1,
PKM, HK2, LDHA y PFK (Xintaropoulou et al., 2018).

En nuestro laboratorio, se investigd el papel de la glicdlisis en los
mecanismos de resistencia a farmacos antineoplasicos en células de cancer de
ovario, particularmente DOX, mediante el empleo de un inhibidor de la glicdlisis, la
2-desoxi-D-glucosa (2-DG). La 2-DG, un analogo estructural de la glucosa, se
distingue por la sustitucion de un grupo hidroxilo por hidrégeno en el segundo atomo
de carbono (Aft et al., 2002). Al competir con la glucosa, la 2-DG es transportada
por los transportadores de glucosa. Su mecanismo de accidn radica en ser
fosforilada por la enzima hexoquinasa, dando lugar a 2-DG-6-fosfato, lo que resulta
en la acumulacion intracelular de 2-DG-6-fosfato, llevando a la inhibicién de la
glicolisis (Pajak et al., 2019).

Se estudid la proliferacion celular por 5 dias de células OVCAR-3 y SK-OV-3
en presencia y ausencia de 2-DG (Figura 1-4). Los resultados obtenidos revelaron
que la incubacion con 2-DG gener6 una disminucion en la proliferacion celular para
ambas lineas celulares. Ademas, a las 72 horas de incubacion con 2-DG, solo se
observo citotoxicidad en las células OVCAR-3 (Toledo-Onate, 2023).
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Figura 1-4. Curva de proliferacién celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 bajo el
tratamiento de 2-DG. Las células OVCAR-3 y SK-OV-3 fueron sometidas a 50 mM
de 2-DG durante un periodo de incubacién de 5 dias. La linea celeste representa el
control, correspondiente a células sin tratamiento, mientras que la linea violeta
representa células tratadas con 2-DG. A) Células OVCAR-3 tratadas con 50 mM de
2-DG durante 5 dias. B) Células SK-OV-3 tratadas con 50 mM de 2-DG durante 5
dias. Las barras de error indican SEM. Experimento realizado por triplicado. (Test
ANOVA, Valor p: *<0.05; **<0.01; ****<0.001; ****<0.0001). Fuente: (Toledo-Onate,
2023).

Las curvas de dosis-respuesta de DOX en presencia de 2-DG, revelaron que
la inhibicion de la glicolisis incrementd 2,2 veces la potencia farmacologica de DOX
en la linea celular OVCAR-3. Esto se evidencié mediante la disminucion del valor
GRso (concentracion de DOX que logra el 50% del efecto citotdxico), pasando de
0,79 uM a 0,32 pM (Figura 1-5). Por otro lado, en la linea celular SK-OV-3, conocida
por su resistencia a drogas antineoplasicas, la inhibicion de la glicolisis resulté en
una reduccion de 2,4 veces la potencia farmacologica de DOX. Esto se reflejo en
un aumento del valor GRsg, pasando de 1,75 uyM a 4,24 uM, manteniendo su

fenotipo citostatico. Este hallazgo indica que la glicolisis no es la via preferente
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utilizada en las células resistentes a drogas para mantener la quimioterapia (Figura
1-6).
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Figura 1-5. Grafico GR para DOX en OVCAR-3 tratadas con 2-DG. Las células
OVCAR-3 fueron sometidas a una concentracion de 10 mM de 2-DG durante 48
horas, seguido de exposicion a concentraciones crecientes de DOX durante 24
horas. La linea roja punteada representa la concentracion de DOX en la cual la
poblacidn celular experimenta una reduccion del 50%. A) Células OVCAR-3 sin
tratamiento con 2-DG. B) Células OVCAR-3 tratadas con 10 mM de 2-DG por 48
horas. Las barras de error indican SEM. Experimento realizado por triplicado.
Fuente: (Toledo-Onate, 2023).
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Figura 1-6. Grafico GR para DOX en SK-OV-3 tratadas con 2-DG. Las células
SK-OV-3 fueron sometidas a una concentracién de 50 mM de 2-DG durante 72
horas, seguido de exposicion a concentraciones crecientes de DOX durante 24
horas. La linea roja punteada representa la concentracién de DOX en la cual la
poblacidon celular experimenta una reduccion del 50%. A) Células SK-OV-3 sin
tratamiento con 2-DG. B) Células SK-OV-3 tratadas con 50 mM de 2-DG por 72
horas. Las barras de error indican SEM. Experimento realizado por triplicado.
Fuente: (Toledo-Onate, 2023).

Un analisis metabolémico de las lineas celulares OVCAR-3 y SK-OV-3 nos
ayudd a identificar los principales metabolitos y vias metabdlicas presentes en
ambas lineas. Los principales metabolitos presentes en la linea celular sensible a
drogas (OVCAR-3) corresponden a metabolitos relacionados con el metabolismo
del glutatién, como el acido glutamico (glutamato), glutamina y glicolisis, mientras
que en las células resistentes a drogas (SK-OV-3), presentan un enriquecimiento de
metabolitos relacionados con el metabolismo de los lipidos, como la carnitina, la B-
oxidacion y sintesis de acidos grasos, reforzando la importancia del metabolismo
lipidico en las células cancerosas y asociandola con los mecanismos de resistencia

a farmacos (Figura 1-7) (Alarcon-Zapata, 2023).
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Figura 1-7. Metabolitos identificados en OVCAR-3 y SK-OV-3. Principales
metabolitos identificados en células OVCAR-3 y SK-OV-3 basados en valor p. B)
Enriquecimiento de la via metabdlica en OVCAR-3, basado en el valor -log (p). C)
Enriquecimiento de la via metabdlica en SK-OV-3, basado el valor -log (p). Las vias
metabdlicas mas importantes se expresan en porcentaje total. Fuente: (Alarcon-
Zapata et al., 2023)

Por lo tanto, las prioridades metabdlicas de estas dos lineas celulares son
distintas: las células OVCAR-3 parecen centrarse en el metabolismo de
aminoacidos y glicolitico, mientras que las células SK-OV-3 priorizan el metabolismo
de los acidos grasos (Alarcon-Zapata et al., 2023).

1.6. Metabolismo de los lipidos y cancer

Los lipidos, junto con las proteinas y acidos nucleicos, conforman
componentes fundamentales de las membranas bioldgicas. En calidad de nutrientes
esenciales, los lipidos desempefian un papel crucial al proporcionar una gran
cantidad de energia y actuar como moléculas biolégicamente activas en diversas
vias de sefnalizacion. Estas vias estan involucradas en procesos bioldgicos clave,
tales como la inflamacion, la inmunidad, la proliferacion celular y la diferenciacion
(Fahy et al., 2011; Swinnen et al., 2006). Cuatros rutas principales resaltan la
direccién y utilizacion de los lipidos en la célula: 1) captacion, 2) lipogénesis, 3)
almacenamiento y 4) degradacion (Ji et al., 2020). Estas rutas desempefian
funciones importantes en la regulacion y el mantenimiento de los niveles adecuados
de lipidos intracelulares, influyendo asi en la homeostasis celular y participando

activamente en los procesos fisiolégicos mencionados anteriormente.
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Las células cancerosas, situadas en los microambientes tumorales
caracterizados por fluctuaciones continuas en la disponibilidad de nutrientes durante
la progresion del cancer, aprovechan el metabolismo lipidico para respaldar sus
procesos de rapida proliferacion, supervivencia, migracion, invasion y metastasis
(Bian et al., 2021). En este contexto, el carbono debe desviarse desde la generacion
de energia a partir de los acidos grasos hacia la biosintesis de membranas y

moléculas de senalizacion.

En particular, los lipidos de membrana celular, predominantemente
fosfolipidos como la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, junto con otros lipidos
como esteroles y esfingolipidos, desempefian un papel crucial en estas funciones
biolégicas. Estas moléculas no solo constituyen los bloques de construccion
estructurales de las membranas celulares, sino que también actuan como
mediadores clave en las vias de senalizacion intracelular. Es importante destacar
que una proporcion significativa de estos lipidos se deriva del acetil-CoA, y muchos

de ellos contienen acidos grasos (Currie et al., 2013).

La desregulacion del metabolismo lipidico en el contexto del cancer, que
incluye un incremento tanto en la sintesis como en la degradacién de acidos grasos,
ocurre en diversos tipos de neoplasias, proporcionando un sustento fuerte para la
progresion tumoral. Multiples estudios han identificado alteraciones significativas en
la expresion y actividad de diversas enzimas vinculadas a las vias de sintesis y
catabolismo de acidos grasos, particularmente fosfolipidos y colesterol, en varios
tipos de cancer (Ji et al., 2020). Este fenomeno destaca la complejidad de las
alteraciones metabdlicas asociadas al cancer y sugiere que la regulacion
disfuncional de estas vias metabdlicas puede desempefiar un papel crucial en el
desarrollo y progresion de la enfermedad (Figura 1-8).
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Figura 1-8. Esquema del metabolismo de los lipidos. Los acidos grasos
extracelulares se transportan al interior de las células a través de CD36 y luego se
reutilizan mediante la B-oxidacion en las mitocondrias para liberar acetil-CoA. El
acetil-CoA se convierte en citrato mediante la citrato sintasa e ingresa al ciclo de
Krebs para su oxidacion completa. Alternativamente, la sintesis de acidos grasos
de novo comienza con acetil-CoA y se acumula mediante la adicién de dos unidades
de carbonos. Ademas del catabolismo de los lipidos, los acidos grasos se esterifican
a glicerol y luego los triglicéridos se almacenan en gotitas de lipidos. La
descomposicion de las gotitas de lipidos mediante lipdlisis o lipofagia permite la
movilizacion de la energia almacenada hacia las mitocondrias. Ademas, los acidos
grasos saturados se desaturan en acidos grasos monoinsaturados mediante SCD1.
ACC: acetil-CoA carboxilasa; ACIL: ATP citrato liasa; FASN: acido graso sintasa;
MUFA: acidos grasos monoinsaturados; SCD1: estearoil-CoA desaturasa 1; CPT1:

carnitina palmitoiltransferasa 1; LD: gotita de lipidos. Modificado de: (Yi et al., 2018).
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Entre las enzimas limitantes de la velocidad en la sintesis de acidos grasos,
destaca la acido graso sintasa (FASN), una enzima de importancia clave para la
sintesis enddgena de acidos grasos. Esta enzima cataliza la formacion de acido
palmitico, acido graso de 16 carbonos, mediante la condensacion de malonil-CoA 'y
acetil-CoA (Menendez & Lupu, 2007). La funcidn fisioldgica de FASN en condiciones
normales radica en la conversion de excedentes de carbohidratos en acidos grasos,
los cuales posteriormente se esterifican en triacilgliceroles y, finalmente, se
almacenan o se utilizan como fuente de energia a través del proceso de la B-
oxidacion (Ji et al., 2020).

La sobreexpresion de FASN se ha vinculado de manera consistente con un
prondstico desfavorable y una disminucién en la supervivencia libre de enfermedad
en diversos tipos de cancer. En un estudio llevado a cabo por Liu y colaboradores,
se observo que en una linea celular de cancer de mama resistente a farmacos, la
FASN estaba notablemente sobreexpresada, y se evidencidé que esta
sobreexpresion funcionalmente contribuia al aumento de la resistencia a agentes

antineoplasicos (Liu et al., 2008).

Investigaciones mas recientes han sugerido que las disfunciones en el
metabolismo de los acidos grasos desempefian un papel crucial en la agresividad
del cancer de ovario. En particular, el incremento en la expresion de FASN en lineas
celulares de cancer de ovario se asocia con un aumento en la sintesis de acidos
grasos novo, potenciando el crecimiento celular, la viabilidad celular y la resistencia
a cisplatino (Papaevangelou et al., 2018). Ademas, la elevada expresion de FASN
en tejidos de cancer de ovario se correlaciona con un pronostico desfavorable y una

supervivencia deficiente (Cai et al., 2015).

Las células cancerosas activan la degradacion de los acidos grasos como
estrategia para satisfacer sus demandas metabdlicas de energia, utilizando
principalmente la via de la B-oxidacion (Ji et al., 2020). Una enzima de caracter clave
y limitante en este proceso es la carnitina palmitoiltransferasa (CPT), encargada de
catalizar la conversion de acidos grasos de cadena larga a acilcarnitina. Se
distinguen dos subtipos de CPT: CPT1, ubicada en la membrana externa de las
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mitocondrias, facilita el transporte de acidos grasos de cadena larga desde el
citoplasma hacia las mitocondrias; mientras que CPT2, presente en la membrana
interna de las mitocondrias, cumple con la funcion de catalizar la formacion de acil-
CoA para la B-oxidacion y la generacidon de sustratos energéticos. La familia CPT1
se compone de tres isoformas distintas: CPT1A (tipo hepatico), CPT1B (tipo
muscular) y CPT1C (tipo cerebral) (Schreurs et al., 2010). En el contexto del cancer
de ovario, tanto la expresién elevada de la isoforma CPT1A como la sobreexpresion
de esta enzima se correlaciond con una supervivencia deficiente de las pacientes
(Shao et al., 2016).

Por otro lado, la absorcion de lipidos desde el entorno exégeno es una via
esencial para la adquisicion de acidos grasos por parte de las células. La
glicoproteina transmembrana CD36 desempefia un papel crucial en este proceso al
facilitar el transporte de acidos grasos libres (Glatz & Luiken, 2017) y colesterol
hacia al interior de la célula. Ademas de su funcion en el transporte de lipidos, CD36
esta implicada en la transmision de sefiales intracelulares y ha sido relacionado con
fendbmenos como la presentacién de antigenos, la inflamacion y la angiogénesis,

eventos asociados con la fisiopatologia del cancer (DeFilippis et al., 2012).

Esta glicoproteina también desempefia un papel destacado en la
proliferacion y metastasis de las células cancerosas (Zhao et al., 2017) y juega una
funcion fundamental en la transicion epitelial-mesenquimal (Nath et al., 2015).
Investigaciones recientes han revelado una expresion elevada de CD36 en tejidos
de cancer de ovario, asi como en tejidos metastasicos, evidenciando su
participacion en los procesos de metastasis y proliferacion celular en el contexto del
cancer de ovario (Ji et al., 2020).

El metabolismo lipidico podria regularse mediante diversas estrategias, tales
como la inhibicidn de la sintesis de acidos grasos, la potenciacion de la B-oxidacion
para acelerar la degradacién de acidos grasos, la redireccion de los acidos grasos
hacia el almacenamiento intracelular, la modulacion de la liberacion tardia de acidos
grasos almacenados, y la obstruccion de la ingesta de acidos grasos (Pavlova &
Thompson, 2016). Estas estrategias representan enfoques clave para la modulacion
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de las vias metabdlicas relacionadas con los lipidos, ofreciendo potenciales puntos

de intervencion para el control terapéutico del metabolismo en el cancer.

En el metabolismo lipidico de las células de cancer de ovario, se observa una
sobreexpresion de enzimas metabdlicas, lo cual puede inducir alteraciones en el
metabolismo de los lipidos al participar en procesos que afectan tanto la sintesis
como la degradacion de lipidos. Este fendmeno contribuye al suministro de materias
primas y energia, favoreciendo asi la continuacion del desarrollo tumoral. Ademas,
se ha documentado que, en las fases tempranas del cancer de ovario, se registra
un incremento en la absorcidon de lipidos, respaldando las elevadas demandas
energéticas de las células cancerosas en crecimiento. Este aumento en la absorcion
lipidica se acompana de alteraciones en los genes relacionados con el metabolismo
lipidico, y se intensifica con la progresion de la enfermedad (Ji et al., 2020). Estos
hallazgos subrayan la complejidad de las alteraciones metabdlicas asociadas al
cancer de ovario, destacando la necesidad de comprender a fondo estas
alteraciones para disefar estrategias terapéuticas mas efectivas en el abordaje de
esta enfermedad.

Por lo tanto, se ha establecido una asociacion entre las disfunciones del
metabolismo lipidico y los mecanismos de resistencia presente en la mayoria de las
células cancerosas frente al tratamiento. Estudios indican que al interrumpir el
programa metabdlico del cancer, se podria lograr una mejora en los resultados

clinicos de los pacientes (Pillai et al., 2019).
1.7. Inhibidores del metabolismo lipidico

En la actualidad, disponemos de diversas herramientas destinadas a
investigar el metabolismo celular. Entre ellas, se incluyen inhibidores y activadores
de distintas vias metabdlicas, disefiados principalmente para reprimir la progresion

del cancer.

Etomoxir, un derivado del acido orixano carboxilico, ejerce una inhibicién

irreversible sobre la enzima CPT1 (Abdel-aleem et al., 1994). Esta accion impide el
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transporte de acidos grasos hacia la mitocondria y, consecuentemente, impide el
catabolismo a través de la (-oxidacion. Aunque se ha observado que el uso de
etomoxir induce apoptosis, aun no se comprenden completamente los mecanismos
subyacentes a la accidn proapoptética de esta droga. En este sentido, se ha
propuesto que la inhibicion de la B-oxidacion ocasiona perturbaciones directas en
las proteinas de la familia Bcl-2 (Samudio et al., 2010). Otros estudios indicaron que
etomoxir conduce al agotamiento de ATP, al aumento de especies reactivas de

oxigeno (ROS) y/o reduccién del agotamiento del glutation (Estan et al., 2014).

Orlistat, inicialmente desarrollado como un inhibidor de la lipasa pancreatica
para el tratamiento de la obesidad (Flavin et al., 2010), ha demostrado ser un
inhibidor de la FASN con efectos antitumorales en diversos tipos de cancer, incluido
el cancer de ovario (Menendez & Lupu, 2007). Orlistat actta como un inhibidor
irreversible al formar un aducto covalente con la serina ubicada en el dominio
tioesterasa de la enzima FASN (Flavin et al., 2010; Pemble et al., 2007). La
inhibicion de la actividad de FASN mediante orlistat ha demostrado reducir el
crecimiento de tumores de préstata en xenoinjertos de ratdn (Kridel et al., 2004), y
a concentraciones altas, ha exhibido efectos de reduccion de la proliferacion y
promocion de la apoptosis en lineas celulares de cancer de ovario (Yang et al.,
2015).
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2. PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

El cancer de ovario representa la neoplasia ginecolégica maligna con la tasa
de mortalidad mas alta, dada a la deteccidn en un estadio avanzado en el 75% de
los casos, y la recidiva de la enfermedad en el 80% de los pacientes, a menudo
asociada a una quimiorresistencia a las drogas antineoplasicas empleadas. Las
células cancerosas reconfiguran sus rutas metabdlicas para adaptarse a los
desafios ambientales, promoviendo asi su supervivencia, proliferacion y capacidad

metastasica.

Esta reprogramacion metabdlica engloba una transicion hacia la
dependencia de la glucosa como principal fuente de energia, asi como alteraciones
en el metabolismo de los lipidos, incluyendo un incremento en la biosintesis de
acidos grasos. Se ha establecido una relacidbn entre esta reprogramacion
metabdlica y el desarrollo de resistencia a farmacos antineoplasicos. Sin embargo,
estudios preliminares han indicado que la inhibicion de la glicdlisis puede aumentar
la resistencia a doxorrubicina, un potente agente citotoxico utilizado en pacientes
con quimiorresistencia, que también puede verse afectado por los mecanismos de

resistencia.

Por lo tanto, ¢Cual es el efecto de la inhibicion del metabolismo lipidico,
especificamente de la 3-oxidacion y sintesis de acidos grasos, en la sensibilidad a
doxorrubicina en las células de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-37?
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3. HIPOTESIS

La inhibicion de la sintesis de acidos grasos y de la B-oxidacion aumentan la
sensibilidad de doxorrubicina en las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3
y SK-OV-3.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar la dependencia de la sintesis de acidos grasos y [-oxidacion
mediante el uso de inhibidores especificos sobre la resistencia a doxorrubicina en
las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3.

4.2. Objetivos generales

1. Analizar las caracteristicas y diferencias del metabolismo lipidico entre las
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3 mediante
lipiddmica y RT-gPCR.

2. Evaluar el efecto de los inhibidores orlistat y etomoxir sobre el metabolismo
lipidico en las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3.

3. Evaluar la sensibilidad a doxorrubicina en las lineas celulares de cancer de
ovario OVCAR-3 y SK-OV-3 tratadas con orlistat y etomoxir.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Objetivo especifico 1: Analizar las caracteristicas y diferencias del
metabolismo lipidico entre las lineas celulares de cancer de ovario
OVCAR-3 y SK-OV-3 mediante lipidémica y RT-qPCR.

5.1.1. Cultivo de lineas celulares.

Se utilizaron las lineas celulares OVCAR-3 (ATCC HTB-161) y SK-OV-3
(ATCC HTB-77), ambas provenientes de adenocarcinoma de ovario humano. Las
células fueron expandidas, cultivadas y mantenidas en medio RPMI-1640 (Corning)
con glutamina suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 100 U/mL de
la mezcla antibidtica de penicilina/estreptomicina en atmdsfera humeda con 5% de
CO2ya37°C.

5.1.2. Analisis de lipidémica por LC-MS.
5.1.2.1. Extraccion de las muestras

Para la extraccion de las muestras, se siguio un protocolo de extraccion con
solventes previamente establecido con modificaciones (Dettmer et al., 2011). Las
células OVCAR-3 y SK-OV-3 se sembraron en placas de 100 mm, considerando 5
réplicas bioldgicas, con una concentracion de 8 x 108 células por cada réplica.
Posteriormente, se retird el medio de cultivo y las células fueron lavadas con agua

estéril.

Para la extraccion del lipidoma, se agreg6 a cada placa una mezcla de 2 mL
de metilbutileter/metanol/agua (5:3:2) a cada placa, y las células fueron raspadas.
El solvente con las células raspadas se guardaron en criovales. Las muestras se
colocaron en nitrogeno liquido durante 1 minuto. A continuacion, las ceélulas se
lisaron utilizando el homogeneizador Precellys Evolution (Bertin Instrument) con dos
ciclos de 90 segundos a 6000 rpm. Posteriormente, las células se centrifugaron a
13,000 x g a 4°C durante 15 minutos, y los sobrenadantes resultantes se

transfirieron a nuevos tubos para la extraccion liquido-liquido mediante la adicion de
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400 pL de agua y 400 pL de metilbutileter. Cada muestra se mezclo con el
homogeneizador Precellys Evolution durante dos ciclos de 90 segundos a 4500 rpm.
Tras la centrifugacién a 13,000 x g a 4°C durante 15 minutos, las dos fases se
separaron con una interfaz distintiva. Las fracciones hidrofilica (capa superior) e
hidrofébica (capa inferior) se transfirieron cuidadosamente a nuevos criovales y se
dejaron secando en un centrifugo al vacio utilizando el Concentrador Centrifugo
Refrigerado a 4°C. Los extractos secos se almacenaron a -80°C hasta la realizacion
del analisis por LC-MS.

Antes del analisis, los extractos hidrofébicos se homogeneizaron con 200 pL
de metanol/IPA al 80% en frio utilizando Precellys Evolution y se centrifugaron a
13,000 rpm a 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante se transfiri6 a insertos de 150
ML en viales ambar de 1.5 mL y, con 50 yL de cada muestra, se prepararon los
Controles de Calidad (QCs). Estos viales se colocaron en un auto-muestreador de
cromatografia liquida mantenido a 4°C, siguiendo una secuencia aleatoria
preestablecida que comenzo con tres muestras en blanco, incluyendo los QCs. Los
QC se inyectaron entre las muestras para evaluar la robustez y repetibilidad del

sistema instrumental.
5.1.2.2. Analisis por LC-MS

El analisis de la lipidomica se llevo a cabo utilizando un sistema UHPLC-DAD
Bruker Elute LC acoplado a un espectrometro Q-TOF Compact (Bruker, Bremen,
Alemania). El sistema de control utilizado fue Compass HyStar (Bruker), y la
adquisicidon de datos fue gestionada con el software Bruker otofControl 4.1.402.322-
7977-vc110 6.3.3.11. El analisis de datos se realizé utilizando el software Compass
DataAnalysis 4.4.200 (Bruker) y MetaboScape 3.0 (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania). La columna cromatografica utilizada fue una columna Phenomenex
Kintex® C18, con dimensiones de 100 x 4.6 mm y un tamafo de particula de 2.6
gm. La columna se mantuvo a una temperatura estable de 60°C durante todo el

analisis.
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La fase movil utilizada estaba compuesta por dos solventes: el solvente A,
correspondiente a una mezcla de acetonitrilo y agua en proporcién de 60:40, que
contenia un 0.1% de acido formico y 10 mM de formiato de amonio; y el solvente B,
una combinacion de isopropanol y acetonitrilo en una proporcion de 90:10, también
con un 0.1% de acido formico y 10 mM de formiato de amonio. La velocidad de flujo

se fij6 en 0.6 mL/min, y el volumen de inyeccién fue de 10 L.

Para el analisis de espectrometria de masas (MS), el instrumento opero6 en
modo de ionizacion positiva (ESI +4500 V) y en modo de ionizacion negativa (ESI -
3500 V). La tasa de flujo de gas seco fue de 9 L/min, y la presion del nebulizador se
mantuvo en 2 Bar. La temperatura se ajustd a 200°C, y la tension capilar final se
establecio en 500 V. Se empled el modo Auto MS/MS con 2 iones precursores por
ciclo. El rango de escaneo se configuré de 50 a 150 m/z, y el tiempo de escaneo
fue de 0.2 segundos en modo centroide. Para la calibracion interna, se utilizd
formiato de sodio con un 10% de acido féormico y una concentracién de 1 M,

asegurando una precision de masa inferior a 3 ppm.
5.1.2.3. Procesamiento de la informacién generada

La data se procesé utilizando MS-DIAL ver. 4.70. Este software transformo
los datos crudos en una matriz de caracteristicas (pares m/z-tiempo de retencion
(tR) e intensidad de pico normalizada) (archivo .txt). El flujo de trabajo incluy6 la
recalibracion de masa, la alineacion de tR, la extraccion de caracteristicas (pares
m/z-tR), la administracion de aductos, normalizacion de los controles de calidad
(QCs), filtrado de blancos, importacion de espectros MS/MS y generacion del
Buckett Table. La identificacion de los metabolitos se logr6 comparando los
espectros obtenidos con la base de datos LipidBlast (Dettmer et al., 2011),

considerando Unicamente la identificacidon mediante ms/ms en el analisis.

Los datos normalizados por QC se procesaron en el software MetaboAnalyst
5.0 y los datos se filtraron utilizando la desviacion estandar (SD). Se realiz6 un
segundo filtrado de datos utilizando Pareto. Luego, se utilizé el analisis de fold
change para visualizar las diferencias por categorias de lipidos. Se empled un
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modelo no supervisado, aplicando el Analisis de Componentes Principales (PCA)
para revelar los patrones de agrupacion en los datos (Worley & Powers, 2013).
Luego, se aplicé el Analisis Discriminante por Proyeccion Ortogonal a Estructuras
Latentes (OPLS-DA) al conjunto de datos para seleccionar las caracteristicas
significativas de cada grupo mediante un grafico S. El método de regresion utilizo
datos de LC-MS como el X, y se formd un vector binario Y con 0 para la clase
OVCAR-3 y 1 para la clase SK-OV-3.

5.1.3. Cuantificacion de genes asociados a la via lipidica por RT-qPCR en
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3.

Las células OVCAR-3 y SK-OV-3 fueron sembradas en placas de 12 pocillos
en concentraciéon de 2 x 10° células por pocillo durante 24 horas, bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente en el apartado “Cultivo de lineas celulares”. Se
eliminé el medio y se procedio a lisar las células con 500 yL del reactivo TRIzol
(Invitrogen) para la extraccion del ARN total utilizando el kit Direct-zol™ RNA
MiniPrep (Zymo) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La reaccion de
RT-gPCR se realizé en un solo paso, utilizando el reactivo TagPart, CG de un paso
(ThermoFisher) para sondas TaqgMan y el equipo Applied Biosystem 7500 FAST
Real Time PCR System con el protocolo de amplificacion: 50°C por 15 minutos,
95°C por 2 minutos seguido por 40 ciclos de 95°C por 3 segundos vy
alineamiento/extensién a 60°C por 30 segundos. Las sondas TagMan predisefiadas
para FASN (Hs01005622_m1), CD36  (Hs00169627_m1), CPT1A
(Hs00912671_m1) y CPT1B (Hs00189258 m1) y RNAseP fueron adquiridas de
Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Inc.). La cuantificacion relativa se
normalizé a la expresion de RNAse P utilizando el método 2724¢4, Cada muestra se

analizara por triplicado.
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5.2. Objetivo especifico 2: Evaluar el efecto de los inhibidores orlistat y
etomoxir sobre el metabolismo lipidico en las lineas celulares de
cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3.

5.2.1. Determinacién del efecto citotéxico de orlistat y etomoxir sobre las
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3.

Se sembraron 3 x 10* células por pocillo de las lineas celulares OVCAR-3 y
SK-OV-3 en una placa de 96 pocillos y se mantuvieron en atmosfera humeda con
un 5% de CO2 por 24 horas. Posteriormente, las células fueron tratadas con
concentraciones incrementales de orlistat (10, 20, 30, 40, 50, 80 y 100 uM) y de
etomoxir (10, 20, 50, 80,100, 150 y 200 uM), realizando cada concentracion en
triplicado. La placa fue incubada nuevamente a 37°C en atmdsfera humeda con un
5% de CO2 durante 24 horas.

Para evaluar la actividad citotoxica de orlistat y etomoxir en las células
OVCAR-3 y SK-OV-3, se empled el ensayo de Sulforodamina B. Esta técnica
permite estimar indirectamente el numero de células al tefir el contenido de
proteinas celulares con Sulforodamina B (Vichai & Kirtikara, 2006). Para ello, se
retiré el medio de cultivo de la placa y se afiadieron 100 yL de acido tricloroacético
(TCA) al 10% p/v para fijar las células al pocillo, incubandolas a 4°C durante 1 hora.
Concluida la incubacién, se lavd la placa cinco veces con agua destilada y se

permitié que se secara a temperatura ambiente.

Luego, se adicion6 100 yL de Sulforodamina B al 0.057% p/v, previamente
preparada en acido acético al 1% v/v, para tefir las células fijadas. Este proceso se
llevé a cabo durante 30 minutos. Posteriormente, la placa fue lavada cinco veces
con acido acético al 1% v/v y se dejo secar a temperatura ambiente. Acto seguido,
se agregaron 200 yL de Tris base 10 mM pH 10.5, manteniendo la placa en
agitaciéon durante 30 minutos. Finalmente, se midi6 la absorbancia utilizando el
lector de multi microplacas Synergy 2 (BioTek Instruments) a una longitud de onda
de 510 nm.
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5.2.2. Determinacion del efecto de orlistat y etomoxir sobre la proliferacién
celular en las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-
oV-3.

Se sembraron 5 x 10* células por pocillo de las lineas celulares OVCAR-3 y
SK-0OV-3 en 5 placas de 96 pocillos y se mantuvieron en una atmésfera humeda con
un 5% de CO:2 durante 24 horas. Posteriormente, se procedio a trabajar bajo tres
condiciones experimentales: células sin tratamiento (utilizadas como control);
células tratadas con concentraciones de 30 y 80 uM de orlistat; y células tratadas
con concentraciones de 100 y 200 uM de etomoxir. Cada condicion experimental se
replicd tres veces. Las placas se mantuvieron a 37°C en una atmadsfera humeda con
un 5% de CO2 durante el tratamiento de Etomoxir y Orlistat. Después del primer dia
de tratamiento, se afadieron 100 yL de TCA al 10% a una de las 5 placas, con el fin
de determinar la viabilidad celular mediante el ensayo de Sulforodamina B. Este

procedimiento se repitié cada 24 horas durante un total de 4 dias.

Utilizando las absorbancias obtenidas como resultado, se procedié a
interpolar el numero de células por pocillo de cada linea celular utilizando las
ecuaciones derivadas de la curva de densidad celular de las lineas celulares
OVCAR-3 (Figura 2-1) y SK-OV-3 (Figura 2-2).
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Figura 2-1. Curva de densidad celular OVCAR-3. Las células OVCAR-3 se
sembraron en incrementos progresivos durante un periodo de 24 horas con el fin de
establecer la curva de crecimiento celular. Se utilizo la técnica de Sulforofamina B,
y los puntos negros en el grafico representan cada valor en unidades de
absorbancia (U.A.) a 510 nm. La linea roja traza la relacion lineal entre él numero
de células y las unidades de absorbancia. La ecuacion de la recta fue generada por
el Software Graph Prism 9.0 mediante regresion lineal con coeficiente de
correlacion. Las barras de error muestran la desviacion estandar. Fuente: (Toledo-
Onate, 2023)
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Figura 2-2. Curva de densidad celular de SK-OV-3. Las células SK-OV-3 se
sembraron en incrementos progresivos durante un periodo de 24 horas con el fin de
establecer la curva de crecimiento celular. Se utilizo la técnica de Sulforofamina B,
y los puntos negros en el grafico representan cada valor en unidades de
absorbancia (U.A.) a 510 nm. La linea roja traza la relacion lineal entre él numero
de células y las unidades de absorbancia. La ecuacion de la recta fue generada por
el Software Graph Prism 9.0 mediante regresion lineal con coeficiente de
correlacion. Las barras de error muestran la desviacion estandar. Fuente: (Toledo-
Onate, 2023)

5.2.3. Cuantificacion de genes asociados a la via lipidica y glicolitica por
RT-qPCR en lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-
3 tratadas con orlistat y etomoxir.

Ambas lineas celulares se sembraron en placas de 12 pocillos con una
concentracion de 2 x 10° células por pocillo, y se incubaron por 24 horas bajo las
mismas condiciones detalladas en el apartado “Cultivo de lineas celulares”.
Posteriormente, se retird el medio de cultivo y se anadié a cada pocillo medio RPMI
suplementado que contenia 30 uM de orlistat para las células OVCAR-3 y 80 uM de

orlistat para las células SK-OV-3, y 200 uM de etomoxir para ambas lineas celulares,
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administrandose cada droga por separado y permitiendo que actuara durante 24 y
48 horas a 37°C en una atmosfera humeda con un 5% de CO..

Se extrajo el ARN total de las células tratadas con orlistat y etomoxir
utilizando 500 pL del reactivo TRIzol (Invitrogen) y el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep
(Zymo) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion RT-gPCR se llevo a
cabo segun el mismo protocolo descrito en el apartado “Cuantificacion de genes
asociados a la via lipdidica por RT-gPCR en lineas celulares de cancer de ovario
OVCAR-3 y SK-OV-3”, utilizando las mismas sondas TagMan mencionadas en ese
apartado. Para medir los genes asociados a la via glicolitica, se utilizaron sondas
TagMan predisefiadas para GLUT1 (Hs00892681_m1), HK2 (Hs00606086_m1),
LDHA (Hs01378790_g1), PKM (Hs00987255 m1), sondas que también fueron
adquiridas de Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Inc.). La cuantificacion
relativa se normaliz6 a la expresion de RNAse P utilizando el método 2 —AACq; y

cada muestra se replico por triplicado.

5.3. Objetivo especifico 3: Evaluar la sensibilidad a doxorrubicina en las
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3 tratadas

con orlistat y etomoxir.

5.3.1. Evaluacién de la sensibilidad de DOX en lineas celulares OVCAR-3 y
SK-OV-3.

En una placa de 96 pocillos, se sembraron 1 x 10* células por pocillo de las
lineas celulares OVCAR-3 y SK-OV-3, y se incubaron en una atmoésfera humeda
con un 5% de CO2 durante 24 horas. Al dia siguiente, las células fueron tratadas
con concentraciones crecientes de DOX durante 24 horas: 0.0001; 0.001; 0.01; 0.1;
1; 10 y 100 pM; donde cada condicion se replico por triplicado. Para la manipulacion
de la DOX, se utilizaron elementos de proteccion personal segun lo descrito en el
ANEXO: “MEDIDAS BASICAS DE SEGURIDAD AL TRABAJAR CON
SUSTANCIAS PELIGROSAS”.
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Para la determinacion de la viabilidad celular bajo los efectos de la DOX en
ambas lineas celulares, se empled el ensayo de Sulforodamina B. Posteriormente,
los resultados obtenidos fueron tabulados y analizados mediante la herramienta GR

calculator, una calculadora en linea (http://www.grcalculator.org/grcalculator/) que

proporciona valores relacionados con los efectos de un tratamiento sobre el
crecimiento de la poblacion celular (Hafner et al., 2016). Finalmente, se generaron
graficos de las correspondientes curvas de tasa de crecimiento (GR, Growth Rate)
con los valores obtenidos.

5.3.2. Evaluacién de la sensibilidad de DOX en lineas celulares OVCAR-3 y
SK-OV-3 tratadas con orlistat y etomoxir.

Para evaluar el efecto de DOX en combinacion con el tratamiento de orlistat
en las células OVCAR-3 y SK-OV-3, ambas lineas celulares se sembraron en placas
de 96 pocillos a una concentracion de 1 x 10* células por pocillo y se incubaron
durante 24 horas. Posteriormente, se retir6 el medio de cultivo y se reemplazé por
RPMI suplementando con una concentracién de 30 uM de orlistat para células
OVCAR-3 y 80 uM para células SK-OV-3 , permitiendo que la droga actuara por 24
horas a 37°C con un 5% de COs..

Luego, se prepararon diluciones seriadas de DOX en medio RPMI
suplementado para obtener concentraciones crecientes: 0.0001; 0.001; 0.01; 0.1; 1;
10 y 100 pM; todas ellas también contenian 30 y 80 uM de Etomoxir. Las células
fueron expuestas a la combinaciéon de DOX y Orlistat durante otras 24 horas bajo
las mismas condiciones previamente descritas. Cada condicién se replicé por

triplicado.

Finalmente, se llevd a cabo el ensayo de Sulforodamina B y se obtuvieron los

valores de GR utilizando GR calculator (http://www.grcalculator.org/grcalculator/)

representando la curva GR correspondiente.

En cuanto a etomoxir, se siguid el mismo procedimiento mencionado
previamente, utilizando 200 uM para las células OVCAR-3 y SK-OV-3.
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5.4. Analisis estadistico

Los datos fueron procesados utilizando el Software GraphPad Prism version
9.0 para Mac Os Sonoma. El analisis de las diferencias estadisticas entre dos
muestras se llevé a cabo mediante la prueba de medias (f de student) para variables
paramétricas y la prueba Mann-Whitney para variables no paramétricas, segun
correspondiera. Para los analisis que involucraban mas de dos muestras, se utilizd
el analisis de varianza (ANOVA) de una cola, segun fuera lo apropiado. Los
resultados se presentaron como el promedio de las mediciones y se consideré un

valor de p<0.05 como indicativo de significancia estadistica.
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6. RESULTADOS

6.1. Analizar las caracteristicas y diferencias del metabolismo lipidico
entre las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3
mediante lipidémica y RT-qPCR.

6.1.1. Analisis de lipidémica por LC-MS

Dada la estrecha relacién entre el metabolismo lipidico y la resistencia a
drogas antineoplasicas, y tomando en consideracion la evidencia respaldada por el
analisis metaboldémico, la cual revela perfiles metabdlicos diferentes en las células
OVCAR-3 y SK-OV-3, con una notable regulaciéon al alza de metabolitos
relacionados al metabolismo de los acidos grasos (Alarcon-Zapata et al., 2023), se
decidié abordar el estudio del metabolismo lipidico mediante el analisis lipiddmico
por LC-MS.

Se utilizo el Analisis de Componentes Principales (PCA) (Figura 6-1), método
de extraccidn de caracteristicas no supervisado ampliamente usado, la cual permite
procesar un extenso conjunto de datos y reducir su dimensionalidad con una pérdida
minima de informacion (Jolliffe, 1995). Los graficos de puntuacién que representan
la distribucién de las células a través de los tres primeros componentes principales
(PCs), revelaron una clara separacion entre las células OVCAR-3 y SK-OV-3 a lo
largo de PC1. Esto represento el 92,0% de la varianza total de los valores en la ESI+
y el 88,6% en la ESI- (Figura 6-1Ay B).

Ademas, se identificaron las caracteristicas relevantes para discriminar entre
las lineas celulares OVCAR-3 y SK-OV-3 mediante el modelo OPLS-DA. Como se
predijo a partir del analisis PCA, las puntuaciones representadas en el modelo
OPLS-DA presentaron una separacion total entre ambas lineas celulares y modos
de adquisicion (Figura 6-1C y D). Los S-plots derivados de los modelos OPLS-DA
destacaron los lipidos mas relevantes que distinguen entre las células OVCAR-3 y
las SK-OV-3. La Figura 6-1E y 6-1F presentan los S-plots correspondientes a los
modelos OPLS-DA generados a partir de ambos modos de ionizacion. Las variables
ubicadas en el lado derecho se correlacionan con las células SK-OV-3, mientras

47



qgue aquellas en el lado izquierdo se vinculan con las células OVCAR-3, indicando

una regulacion al alza de los lipidos que representan en estas células.
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Figura 6-1. Analisis estadistico del conjunto de datos LC-MS adquiridos en los

modos de adquisicién ESI+ y ESI- para la comparacion del lipidomas entre las
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células OVCAR-3 y SK-OV-3. Los graficos de puntuacion PCA basados en el
conjunto de datos LC-MS y muestran patrones de agrupamiento entre los primeros
tres componentes principales (PC1 — PC3). Los circulos rojos representan las
muestras de las células OVCAR-3 y los circulos verdes de las células SK-OV-3 con
su intervalo de confianza del 95% En los graficos de puntuacion de modelos OLPS-
DA también muestra la separacion de las células OVCAR-3 en circulos rojos y SK-
OV-3 en circulos verdes con intervalos de confianza del 95%. El componente
predictivo Y (T score [1]) mostrado en el eje X representa la variacion en el conjunto
de datos correlacionada con la separacion de clases. El componente ortogonal
mostrado en el eje Y se refiere a la variacion no correlacionada para la distincidén de
clases. Los graficos S visualizan la influencia de las caracteristicas en el
componente predictivo del modelo, combinando los perfiles de carga de covarianza
(p[1)) y correlacion (p(corr)[1]). La covarianza representada en el eje X visualiza la
contribucion al componente predictivo, mientras que la correlacion en el eje Y abarca
entre = 1, pues la confiabilidad tiene un minimo teorico de -1 y un maximo de +1
para predecir la clase 1 (SK-OV-3); de esta manera, las variables visualizadas hacia
el lado derecho contribuyen a la separacion de clases mediante una alta correlacion
con SK-OV-3 [Y=1] y lo opuesto con OVCAR-3. Los metabolitos significativos se
seleccionaron en funcion de la alta varianza combinada (> |1500| para ESIl+ y >
|400| para ESI-) y alta correlacién (> |0.6|). A) Grafico PCA para modo de ionizacion
ESI+. B) Grafico PCA para modo de ionizacion ESI-. C) Grafico OLPS-DA para modo
de ionizacion ESI+. D) Grafico OLPS-DA para modo de ionizacion ESI-. E) Grafico

S para modo de ionizacion ESI+. F) Grafico S para modo de ionizacion ESI-.

También se llevd a cabo un analisis de fold change para evaluar las
diferencias en los perfiles lipidicos entre ambas lineas celulares, utilizando
exclusivamente el modo de ionizacion LC-MS con la identificacion de lipidos a través
de la plataforma LipidBlast. Los lipidos se agruparon segun sus caracteristicas,
revelando que el 4.8% eran acidos grasos, el 7.8% eran lipidos esterdlicos, el 10.2%
eran esfingolipidos, el 22.8% eran glicerolipidos y el 55.5% eran glicerofosfolipidos,
siendo este ultimo grupo mas prominentemente representado en el analisis (Figura

6-2A). Ademas, en ambos modos de ionizacion, se observo una sobreexpresion en
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todas las categorias de lipidos en las células SK-OV-3, destacando asi el papel

fundamental del metabolismo lipidico en estas células (Figura 6-2B y C).
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Figura 6-2. Diferencias de lipidos por comparacion de grupos entre células

OVCAR-3 y SK-OV-3 obtenidas mediante el analisis de fold change. Los grupos

de lipidos estan representados por colores: acilos grasos con negro, lipidos

esteroles con café,

esfingolipidos con verde,

glicerolipidos con

rojo y

glicerofosfolipidos con azul. A) Porcentaje de los grupos de lipidos identificados en
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ambas lineas celulares. B) Analisis del fold change de los grupos de lipidos
obtenidos por ESI+: en el lado izquierdo, los puntos representan los lipidos
regulados positivamente en las células OVCAR-3 y en el lado derecho, los puntos
representan los lipidos regulados positivamente en células SK-OV-3. C) Analisis del
fold change de los grupos de lipidos obtenidos por ESI-: en el lado izquierdo, los
puntos representan los lipidos regulados positivamente en las células OVCAR-3 y
en el lado derecho, los puntos representan los lipidos regulados positivamente en
células SK-OV-3.

Se identificaron un total de 21 lipidos de relevancia significativa en el modo
de ionizacién ESI+ y 14 en el modo ESI-. Sin embargo, no se observaron lipidos
con una regulacion al alza en las células OVCAR-3. Como se evidencia en los
analisis de fold change, este hallazgo indica un aumento completo en el
metabolismo de los lipidos en las células SK-OV-3 y una supresion en las células

OVCAR-3. Los detalles de los lipidos significativos se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Identificacion de los lipidos significativos categorizados por la ontologia de

subclases de lipidos en SK-OV-3 obtenida mediante el analisis lipidomico.

n Rt Identificacion | Ontologia Formula Prom. Ref. Aducto InChi-Key
(min) del lipido molecular m/z m/z
1 9.49 PC 34:1|PC PC Ca2Hs2NOsP | 760.578 | 760.585 | [M+H]* | WTJKGGKOPKCX
16:0_18:1 2 1 LL-UHFFFAQYSA-
N
2 8.85 PC 32:1|PC PC CaoH7sNOsP | 732,548 | 732,553 [M+H]* QIBZFHLFHCIUO
16:0_16:1 8 8 T-UHFFFAOYSA-N
3 9.86 PC 34:1 PC Ca2Hs2NOsP | 760,578 | 760,585 [M+H]* WTJKGGKOPKCX
1 1 LL-UHFFFAQYSA-
N
4 8.61 SM SM+O Ca9oH7oN206P | 703,567 | 703.574 [M+H]" | RWKUXQNLWDTS
34:2;02|SM 3 9 LO-
18:2;02/16:0 UHFFFAOYSA-N
5 8.72 PC 30:0|PC PC CssH7eNOsP | 706.532 | 706.538 [M+H]* RFVFQQWKPSOB
14:0_16:0 4 1 ED-
UHFFFAOYSA-N
6 9.44 PC 32:0|PC PC CaoHsoNOsP | 734.565 | 734.569 [M+H]* KILNVBDSWZSGL
16:0_16:0 8 4 L-UHFFFAOYSA-N
7 8.99 PE P-36:4|PE EtherPE(P) | Ca1H7NO7P | 724.523 | 724.527 [M+H]* YITZQGLICATLN-
P-16:0_20 4 6 UHFFFAOYSA-N
8 10.44 | PC 0-34:1|PC EtherPC Ca2HsaNO7P | 746.598 | 746.605 [M+H]" | SVSLBZPEDBYFG
0-16:1_18 1 8 G-UHFFFAOYSA-
N
9 10.59 | PC 0-34:1|PC EtherPC Ca2HsaNO7P | 746.601 | 746.605 [M+H]* SIEDNCDNGMIKS
0-16:0_18:1 9 8 T-UHFFFAOYSA-N
10 8.76 PE P-38:6|PE EtherPE(P) | CasH7NO7/P | 748.523 | 748.527 [M+H]* WVGALBKSWOUI
P-16:0_22:6 6 6 EZ-UHFFFAOYSA-
N
11 10.59 PC 36:1|PC PC CaaHssNOsP | 788.609 | 788.616 [M+H]" | ATHVAWFAEPLPP
18:0_18:1 3 4 Q-UHFFFAOYSA-
N

51



12 9.03 PE P-38:5|PE EtherPE(P) | CasH7NO7P | 750.537 | 724.527 [M+HT* GZEZURLIXRQSD
P-16:0_22:5 7 6 E-UHFFFAOYSA-
N
13 9.31 PE 38:4|PE PE Ca3H7eNOsP | 768.555 | 768.553 [M+H]" | YEHAZLUVAZKVR
18:0_20:4 9 8 [M+H] O-UHFFFAOYSA-
N
14 8.74 PC 36:4|PC PC CasHsoNOsP | 782.563 | 782.569 [M+HT* JAVWFBAAZSHH
16:0_20:4 5 4 AD-
UHFFFAOYSA-N
15 9.74 PE P-34:1|PE EtherPE(P) | CaoH7NO7P | 702.539 | 702.543 [M+HT* ZVVYJAAMWXAT
P-16:0_18:1 8 2 NY-UHFFFAQYSA-
N
16 | 11.04 SM SM+0O Ca7HesN206P | 813.677 | 813.684 [M+HT* WKZHECFHXLTO
42:2;02|SM 3 4 LJ-UHFFFAQYSA-
18:1;02/24:1 N
17 | 10.25 | PC 0-34:2|PC EtherPC Ca2Hs2NO7P | 744.584 | 744.590 [M+HT* WDQJCKHLEYAE
0-16:1_18:1 3 2 [M+H] TE-UHFFFAQYSA-
N
18 9.15 PC 36:3 PC CasHs2NOsP | 782.563 | 782.569 [M+H]* | GDWULUGDXGHJ
5 4 IJ-UHFFFAQYSA-
N
19 8.65 PE 38:5|PE PE Ca3H7eNOsP | 766.532 | 766.538 [M+HT* ZYMZKMQPPJPQ
18:1_20:4 5 1 HY-UHFFFAQYSA-
N
20 8.81 SM 34:0;02 SM+O Ca9Hs1N20sP | 705.584 | 705.590 [M+HT* JIOJUELCHJZSCJ
9 5 -UHFFFAOYSA-N
21 9.72 PE P-38:4|PE EtherPE(P) | CasH7NO7P | 752.554 | 752.558 [M+HT* ZTZQZGHJLWFLF
P-18:0_20:4 1 9 Q-UHFFFAOYSA-
N
22 9.52 RIKEN N-VS1 - - 804.574 | 804.556 [M+H] -
ID-6109 from 6 9
Mouse_Plasm
a_ApoEKO_N
F1DHA
23 9.00 PE O-36:5|PE EtherPE C41H7aNO7P | 722.511 722.513 [M+H] YITZQGLICATLN-
0-16:1_20:4 8 0 UHFFFAOYSA-N
24 1.50 Unknown - - 243.062 [M+H] -
9
25 7.85 PI 38:4|PI PI Ca7Hs3013P 885.549 | 885.549 [M+H] OJESNYFIPWSOP
18:0_20:4 1 9 O-UHFFFAOYSA-
N
26 5.28 FA 20:4 FA C20H3202 303.250 | 303.233 [M+H] HQPCSDADVLFH
2 0 HO-
UHFFFAOYSA-N
27 8.77 PE 0O-38:7|PE EtherPE Ca3H7aNO7/P | 746.510 | 746.130 [M+H] WVGALBKSWOUI
0-16:1_22:6 6 EZ-UHFFFAQOYSA-
N
28 6.79 FA 18:0 FA C1sH3602 283.261 | 283.264 [M+HT QIQXTHQIDYTFR
7 3 H-UHFFFAQOYSA-
N
29 1.48 Unknown - - 481.160 - [M+H] -
2
30 9.05 PE O-38:6|PE EtherPE Ca3sH7eNO7P | 748.526 | 748.528 [M+H] GZEZURLIXRQSD
0-16:1_22:5 9 7 E-UHFFFAOYSA-
N
31 1.49 Unknown - - 481.160 - [M+H] -
2
32 9.74 PE O-38:5|PE EtherPE Ca3H7sNO7P | 750.543 | 750.544 [M+H] ZTZQZGHJLWFLF
0-18:1_20:4 3 3 Q-UHFFFAOYSA-
N
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6.1.2. Cuantificacion de genes asociados a la via lipidica por RT-qPCR en
lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3.

Se realiz6 el analisis de la expresion basal de 4 enzimas vinculadas a las vias
del metabolismo lipidico en las lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-
OV-3: CD36, responsable de la captacién de lipidos provenientes del entorno
celular; FASN, proteina implicada en la sintesis de acidos grasos; y CPT1A y
CPT1B, ambas isoformas asociadas con la 3-oxidacion. Al comparar ambas lineas
celulares, se evidencio que existe un aumento en la expresion de ARNm de FASN
en las células OVCAR-3, mientras que CD36 se encuentra aumentado en las células
SK-OV-3. Por otro lado, el nivel de ARNm de CPT1A y CPT1B permanecieron

constante tanto en las células OVCAR-3 como en las células SK-OV-3 (Figura 6-3).

RNAmM expression
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5- FASN
_ 0- CPT1A
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Figura 6-3. Niveles de expresion de ARNm de CD36, FASN, CPT1Ay CPT1B en
OVCAR-3 y SK-OV-3. La expresion de los genes fueron normalizados a RNAse P
y expresados como valores -ACq. Experimento realizado por triplicado. (Test
ANOVA, Valor p: *<0.05; **<0.01; ****<0.001; ****<0.0001)
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6.2. Evaluar el efecto de los inhibidores orlistat y etomoxir sobre el
metabolismo lipidico en las lineas celulares de cancer de ovario
OVCAR-3 y SK-OV-3.

6.2.1. Analisis del efecto citotéoxico de orlistat y etomoxir en las lineas
celulares de cancer de ovario OVCAR-3 y SK-OV-3, y su impacto en

la proliferacion celular.

En primer lugar, se definieron las condiciones experimentales para el analisis
de los cambios metabdlicos inducidos por los inhibidores del metabolismo lipidico,
orlistat y etomoxir, en las lineas celulares de cancer de ovario, OVCAR-3 y SK-OV-
3. Para ello, se investigo el efecto de orlistat y etomoxir a concentraciones crecientes
durante un periodo de 24 horas.

En las células OVCAR-3, se observaron efectos citotoxicos de orlistat a partir
de la concentracion de 40 uM, la cual disminuy6 la viabilidad celular al 85%. Sin
embargo, se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas a las
concentraciones de 50, 80 y 100 uM, donde la viabilidad celular experimento
reducciones al 80%, 83% y 56%, respectivamente (Figura 6-4A). En cambio, en las
células SK-OV-3, orlistat genero un efecto citotéxico unicamente a la concentracion
de 100 pM, resultando en una disminucion de la viabilidad celular al 70% (Figura 6-
4B).

Por lo tanto, se considero trabajar con la concentraciéon de 30 uM para las
células OVCAR-3, y para las células SK-OV-3, se consideraron dos concentraciones
de trabajo: 30 y 80 uM.
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Figura 6-4. Viabilidad celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 frente al tratamiento con
orlistat. Las células OVCAR-3 y SK-OV-3 fueron expuestas a diferentes
concentraciones de orlistat. Las barras azules representan al control, células sin

tratamiento, mientras que las barras de colores representan a las distintas
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concentraciones de orlistat utilizadas. A) Células OVCAR-3 tratadas con orlistat por
24 horas. B) Células SK-OV-3 tratadas con Orlistat por 24 horas. Las barras de error
indican SEM. Experimento realizado por triplicado. (Test ANOVA, Valor p: *<0.05;
**<0.01; ****<0.001; ****<0.0001)

En condiciones fisiologicas, las células obtienen una proporcion significativa
de su energia mediante la oxidacion de acidos grasos en la mitocondria, junto con
la sintesis de acidos grasos, proceso que contribuye al suministro de lipidos
esenciales para el crecimiento celular. La inhibicibn de estos procesos puede
comprometer la capacidad de las células cancerosas para generar la energia
necesaria para su proliferacion celular acelerada. Es por esto que se decidi6
estudiar el impacto de Orlistat y Etomoxir en la proliferacion celular de las lineas de
cancer de ovario a lo largo del tiempo.

Para evaluar la proliferacién celular, el experimento se inicio utilizando 5 x
10® células por pocillo para ambas lineas celulares. En el caso de las células
OVCAR-3 sin tratamiento (grupo control), se evidencio un crecimiento con tendencia
lineal desde el dia 1 hasta el dia 3. Al tercer dia, se registr6 un maximo de
confluencia de aproximadamente 4 x 10* células por pocillo ya que al cuarto y quinto
dia de incubacion, hubo una disminucion en el numero de células (Figura 6-5A 'y B).
En contraste, las células SK-OV-3 no tratadas (control) experimentaron un
crecimiento lineal entre los dias 1 y 4 de incubacion, y se manifestd el mismo
fendmeno en el cuarto dia observado en las células OVCAR-3, alcanzando también
la confluencia con 5 x 10 células por pocillo (Figura 6-5C y D). Para el estudio de
la proliferacion celular bajo el tratamiento de orlistat, las células OVCAR-3 fueron
tratadas unicamente a una concentracion de 30 uM, mientras que para las células
SK-0OV-3 se emplearon dos concentraciones, 30 y 80 uM. En el caso de las células
OVCAR-3, se observo que la inhibicion de la enzima FASN mediante el uso de
Orlistat resulté en la detencién de la proliferacién celular desde el dia 1, el cual se
mantuvo durante los 5 dias de tratamiento (Figura 6-5A). Por su parte, en las células
SK-OV-3, el tratamiento con 30 uM de Orlistat indujo la inhibicién de la proliferacion

celular a partir del segundo dia de tratamiento (Figura 6-5B). El tratamiento con 80
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uM en las células SK-OV-3 también condujo a la detencidn de la proliferacion

celular, iniciandose este efecto desde el primer dia de tratamiento, demostrando

que el efecto de orlistat es dependiente de la dosis (Figura 6-5C).
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Figura 6-5. Curva de proliferacion celular de OVCAR-3 y SK-OV-3 bajo el
tratamiento de orlistat. Las células OVCAR-3 y SK-OV-3 fueron expuestas a 30 y

80 uM de orlistat durante 5 dias. La linea celeste corresponde a las células OVCAR-

3 sin tratamiento, es decir, control; y la linea rosada corresponde a las células SK-
OV-3 sin tratamiento. A) Células OVCAR-3 tratadas con 30 uM de orlistat durante 5

dias. B) Células SK-OV-3 tratadas con 30 uM de orlistat durante 5 dias. C) Células

SK-OV-3 tratadas con 80 uM de Orlistat durante 5 dias. Las barras de error indican
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SEM. Experimento realizado por triplicado. (Test ANOVA, Valor p: *<0.05; **<0.01;
****<0.001; ****<0.0001)

Con respecto al tratamiento con etomoxir, en las células OVCAR-3, se
evidencio un efecto citotoxico a partir de la concentracion de 100 uM, lo que resultd
en una reduccion de la viabilidad celular al 85%. No obstante, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo control a
concentraciones de 150 y 200 uM, donde la viabilidad celular disminuy6 al 75% vy al
50%, respectivamente (Figura 6-6A). Paralelamente, etomoxir también tiene efectos
citotoxicos en las células SK-OV-3, donde se observaron diferencias significativas a
concentraciones de 150 y 200 uM, reduciendo la viabilidad celular al 88% y al 67 %,

respectivamente (Figura 6-6B).

Por lo tanto, para los estudios posteriores, se decidi6 trabajar con dos

concentraciones de etomoxir: 100 y 200 uM.
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