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RESUMEN

El cancer de pulmon es la principal causa de incidencias y defunciones por cancer a
nivel mundial. En particular, el cancer de pulmén de células no pequefias representa el 80%
de todos los casos de cancer de pulmon, y se caracteriza por una respuesta reducida a la
quimioterapia y radioterapia, lo que subraya la necesidad de desarrollar nuevos blancos

farmacologicos para combatir eficazmente esta enfermedad.

El canal de potasio dependiente KCNH1 es un canal de potasio dependiente de voltaje,
presente en practicamente todas las células, y que esta involucrado en multiples funciones
celulares, tales como proliferacion y supervivencia. Analisis en bases bioinformaticas
muestran que que este canal esta sobre-expresado en diversos tipos de tumores y ensayos
funcionales revelaron su participacion en diferentes funciones celulares, que incluye a la
proliferacion, apoptosis, angiogénesis, migracion e invasion. Estas evidencias proponen a los

canales KCNH1 como potenciales blancos moleculares para el tratamiento del cancer.

Amiodarona (AD) y su metabolito activo, desetilamiodarona (DEA), bloguean los
canales de potasio KCNH1, y son empleados comunmente en la clinica, como farmacos
antiarritmicos clase Il1. A pesar de su uso principal en la cardiologia, estudios sugieren que
AD y DEA pudieran inhibir el potencial metastésico de las células cancerigenas, sin embargo,
los mecanismos moleculares subyacentes a esta capacidad antitumoral aun no han sido

completamente descritos.

El propdsito del presente trabajo fue investigar si el bloqueo farmacoldgico de los
canales KCNH1, utilizando AD y DEA, incidia negativamente en el potencial metastasico de
la linea celular A549, provenientes de cancer de pulmon de células no pequefias, para lo cual,

se evaluaron tres aspectos clave: proliferacidon, migracion y viabilidad mitocondrial.

Los resultados mostraron que AD y DEA no afectan la capacidad migratoria de las
células A549, pero si tienen un impacto negativo sobre la capacidad proliferativa y la
viabilidad mitocondrial de las células A549. A pesar de los resultados obtenidos, se requieren

estudios adicionales para dilucidar los mecanismos moleculares precisos.



1. ANTECEDENTES GENERALES
1.1. Cancer

La division celular es un proceso estrictamente controlado que garantiza el crecimiento
y proliferacion de células en funcion a las necesidades fisioldgicas. Las células hijas
construyen tejido nuevo o remplazan a las células que han muerto por dafio o envejecimiento.
Cuando este proceso no sigue un orden, es decir, cuando se pierde la regularizacion y
secuencia de las fases del ciclo celular consecuentemente puede originarse cancer (National
Cancer Institute, 2024). Numerosos procesos celulares se ven alterados en las células
tumorales, tales como el mantenimiento de una sefializacion proliferativa, la evasion a la
accion de los supresores tumorales, reduccion en su capacidad de muerte celular, entre otros
(Hanahan, 2022). EI céancer se distingue por una proliferacion de células atipicas que han
evadido los sistemas de control interno (Krieghoff et al., 2017). No se observa una cascada
lineal de eventos, sino mas bien una serie de procesos concurrentes, parcialmente superpuestos
(Suhail et al., 2019).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define cancer como un conjunto de
enfermedades que se pueden originar en casi cualquier érgano o tejido (pulmones, estbmago,
pancreas, higado, piel, intestinos, mama, testiculos, prostata, huesos, en sistema linfatico,
médula espinal, etc.) del cuerpo cuando células anormales crecen de forma descontrolada,
sobrepasando limites habituales, produciendo metastasis y eventualmente diseminandose por
todo el cuerpo (Organizacion Mundial de la salud, 2022). La metéstasis, el resultado de dicho
proceso, donde células cancerosas se separan del sitio donde se originaron (tumor primario),
y migran por medio de la sangre o el sistema linfatico para formar nuevos tumores en otros

organos o tejidos, proceso conocido como metastasis (National Cancer Institute, 2024).

1.1.1. Caracteristicas de células tumorales

A pesar de la existencia de un amplio tipo de células tumorales, las células
cancerigenas presentan caracteristicas distintivas adquiridas (Figura 1), que promueven el

paso de un estado normal a un crecimiento neoplésico (Hanahan, 2022):

l. Mantenimiento de la sefial proliferativa de manera cronica.

Il. Evasion de los supresores de crecimiento.



Il. Resistencia a la muerte celular.

V. Reprogramacion epigénetica no mutacional.
V. Evasion a la destruccion por parte del sistema inmune.
VI. Inmortalidad replicativa.
VILI. Inflamacion promotora de tumores.
VIIL. Microbiomas polimérficos.
IX. Activacion de la invasion y metéastasis.
X. Induccion y acceso a la vasculatura.
XI. Senescencia celular.
XII. Mutacion e inestabilidad del genoma.
XII1. Resistencia a la muerte celular.
X1V, Desregularizacion del metabolismo celular.
XV. Desbloqueo de la plasticidad fenotipica.
Mantenimiento de la Evasion de los supresores
sefal proliferativa del cremiento

Reprogramacion
epigenética no mutacional

Desbloqueo de la
plasticidad
fenotipica

Desregulacién del
metabolismo celular

Evasion de la
destruccion inmune

X i Inmortalidad replicativa
Resistenciaala

habilitada
muerte celular
Mutaciéne Inflamacién
inestabilidad promotora de
del genoma tumores

Senescencia celular Microbiomas polimérficos

Inducciény acceso a Activacion de la
la vascularizacién invasion y metastasis

Figura 1. Caracteristicas de las células cancerigenas (Modificado de Hanahan, 2022).



1.1.2. Epidemiologia

El cancer no es un problema de salud contemporaneo ni de tiempos modernos, existen

reportes sobre casos de cancer desde 5,000 afios a.C. (Gallegos et al., 2020).

Las estadisticas muestran que, en el afio 2022 a nivel mundial, se reportaron 20

millones de nuevos casos de cancer, y la muerte de casi 10 millones de personas por este

padecimiento, siendo mas frecuente la mortalidad en hombres que en mujeres (OMS, 2022).
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Figura 2. Datos estadisticos de la a) incidencia y b) mortalidad a nivel mundial de diferentes tipos de cancer
(ambos sexos y sin distincién de edad). (Modificado de GLOBOCAN, 2022).

Se ha proyectado que los pacientes diagnosticados con algun tipo de céancer

aumentaran aproximadamente 60% en tan solo 20 afios, alcanzando los 30 millones de nuevos

casos para 2040, presentandose una mayor incidencia en paises de bajos y medianos ingresos,

saturando los sistemas de salud publica (Organizacion Panamericana de la Salud/OMS, 2023).

Los tipos de cancer mas frecuentemente diagnosticados son los de mama, pulmon,

colorrectal, prostata e higado (OMS, 2022). Segun las nuevas estimaciones disponibles en el

Observatorio Mundial del Cancer, el cancer de pulmon fue el mas frecuente en todo el mundo

con 2.5 millones de nuevos casos, lo que representa el 12.4% del total de nuevos casos. El
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cancer de mama, detectado en mujeres, ocupo el segundo lugar (2.3 millones de casos; 11.6%),
seguido del cancer colorrectal (1.9 millones de casos; 9.6%), el cancer de prostata (1.5
millones de casos; 7.3%) y el cancer de estomago con 970,000 casos; correspondiente a 4.9%
(GLOBOCAN, 2022).

A nivel nacional, de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), en el afio 2022 se reportaron 847,716 defunciones, donde el 10.6 % se debieron a
tumores malignos. En México, se registraron alrededor de 207,154 casos de céncer, donde
aproximadamente el 46% de los pacientes fallecieron (GLOBOCAN, 2022). La tasa de
mortalidad aumentd constantemente presentdndose con mayor incidencia a partir de los 50
afios de edad (sin distincion entre hombres y mujeres). Por ejemplo, entre los afios 2012 y
2022 se ha observado un aumento en la tasa de mortalidad. En 2012, se reportaron 62.04
muertes por cada 100 mil personas. En contraste, en 2024 esta tasa incremento a 68.92
defunciones por cada 100 mil personas. Después de los 60 afios de edad, el indice de letalidad
es mayor en los hombres (INEGI, 2024).
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Figura 3. Tasa de defuncién por tumores malignos de 2012 a 2022 (muertes por cada 100 mil habitantes).
(Modificado de INEGI, 2024).
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Por otra parte, el INEGI en su Ultima actualizacién del periodo de enero a marzo del
2024, registro 212,404 defunciones, donde los tumores malignos son responsables de 23,464
muertes, siendo 12,472 mujeres y 10,992 hombres (INEGI, 2024).

1.2. Cancer de pulmén

El cancer de pulmén es uno de los canceres diagnosticados con mayor frecuencia, se
registraron aproximadamente 2 millones de casos nuevos, y 1.76 millones de muertes por afio,
siendo la principal causa de muertes relacionadas con el cancer en todo el mundo (OMS,
2022).

A nivel nacional, ocurre una situacién similar, datos aportados por el GLOBOCAN,
sefialan que, en el afio 2022, el diagnostico de cancer en Mexico es de 207,154 casos nuevos,
y de los cuales 8,257 corresponden a casos de cancer de pulmon, ocupando asi el noveno lugar
en incidencia, lo que representa el 4 % de los casos registrados en 2022 y el tercer lugar en
mortalidad con 7,808 defunciones. (GLOBOCAN, 2022).

1.2.1. Clasificacion

El cancer de pulmén se agrupa en dos tipos, de acuerdo con sus caracteristicas
histoldgicas: carcinoma de células pequefias (20% de los casos) y carcinoma de células no
pequerfias responsable del 80% de los casos. Ver figura 4. (Brett et al, 2020; Sanchez et al.,
2019).

1.2.1.1. Cancer de pulmoén de células pequefias (SCLC)

Es una neoplasia maligna agresiva con una proliferacion acelerada, diseminacion
temprana y escasa supervivencia. Las células son pequefias con nucleo denso, nucléolo

discreto o ausente, con alta tasa proliferativa y necrosis frecuente (Dingemans et al., 2021).

Este tipo de cancer se caracteriza por un crecimiento tumoral rapido y un potencial

metastasico mayor, debido a ello el pronéstico es desalentador (Cabrera et al. 2023).
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Carcinoma de
células
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Created in BioRender.com bio

Figura 4. Clasificacion de cancer de pulmon.

1.2.1.2. Cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC)

Este tipo de tumor presenta una buena respuesta inicial al tratamiento, pero al paso del
tiempo la mayoria de los pacientes presentan quimiorresistencia, dando como consecuencia
un aumento en la letalidad producida por esta patologia (Rodriguez et al., 2017). Se origina
en células especializadas en el recubrimiento del arbol bronquial, desde los bronquios hasta
los alveolos. Alrededor del 80 % de los pacientes con NSCLC, son diagnosticados en etapas
avanzadas (Alatorre et al., 2019; Cabrera et al. 2023).

Se divide principalmente en cuatro tipos (Singh, 2021; Zappa, 2016):

e Adenocarcinoma: subtipo predominante responsable de aproximadamente el 40 % de
todos los tipos de cancer de pulmén, es el mas comun en pacientes no fumadores y en

mujeres (American Cancer Society, 2024). Es un tumor epitelial maligno pequefio con
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diferenciacion glandular, se desarrolla en los bronquios periféricos, a partir de
neumocitos tipo 11 que cubre los alveolos pequefios. Donde hay produccion de mucina
detectable mediante tincion de mucina como mucicarmina o factor de transcripcion
tiroidea 1 (TTF1) o expresion de marcadores de neumocitos como napsina A (Travis,
2015). A diferencia del carcinoma de células escamosas, su crecimiento es menor, pero
se propagan agresivamente y de manera extensa (Capitani et al., 2023; Romeo &
Barreiro, 2023).

Carcinoma escamoso: causante del 30 % de casos diagnosticados de todos los
canceres de pulmon, se origina en la zona central pulmonar comenzando de las células
del epitelio estratificado que reviste desde la traquea a los bronquios principales y esta
asociada con antecedentes de tabaquismo, especialmente entre los hombres. Estudios
epidemioldgicos revelan una disminucion en la incidencia de esta neoplasia en los
altimos afios (National Cancer Institute, 2024; Romeo & Barreiro, 2023).
Carcinoma de células grandes: ocurre en la parte proximal del térax, se origina en
las células epiteliales que reviste a los pulmones y comprende aproximadamente el 10
% de los casos (Romeo & Barreiro, 2023).

Otros subtipos: El 20 % restante corresponde algunos otros subtipos de NSCLC que
son menos comunes, como, carcinoma adenoescamoso y carcinoma sarcomatoide

(American Cancer Society, 2024).

1.2.2. Factores de riesgo

Actualmente no se conoce con exactitud cuéles son las causas que originan el cancer

de pulmon, pero diversos factores pueden aumentar el riesgo del desarrollo de esta enfermedad

(Figura 5). Entre los que se encuentran:

1.2.2.1. Edad

El cancer de pulmén se manifiesta principalmente en personas mayores. La mayoria

de las personas diagnosticadas con cancer de pulmén tienen o superan los 75 afios; un nimero

muy pequerio de personas diagnosticadas, sobre todo pacientes fumadores son menores de 55

afos. La edad promedio donde se diagnostican mayores casos es de aproximadamente 70 afios,

debido a una acumulacién de carcindgenos, existencia de enfermedades pulmonares crénicas,
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caracteristicas genéticas, susceptibilidad de cada individuo, etc. (Acosta et al., 2016;
American Cancer Society, 2024; De Groot et al., 2018; Dubin et al., 2020).

1.2.2.2. Factores genéticos

Herbs (2008) identific6 que un mecanismo para la supervivencia de células malignas
es una modificacion en la composicion genética, por ejemplo, existen mutaciones en la linea
germinal en p53, retinoblastoma, gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y otros genes (De Groot et al., 2018).

1.2.2.3. Antecedentes familiares

Diversas investigaciones han demostrado que un historial familiar positivo con cancer
aumenta el riesgo significativamente de cancer de pulmdn, aproximadamente un 50 %, en
comparacion con aquellos sin estos antecedentes (American Cancer Society, 2019; De Groot
etal., 2018).

Los individuos fumadores y con un historial familiar asociado a cancer tienen el doble
de probabilidad de presentar esta enfermedad neoplésica; siendo adicionalmente elevado si
multiples familiares presentan esta patologia o si dicho familiar es diagnosticado a temprana
edad. En personas no fumadoras con un historial familiar con cancer existe una probabilidad

de 1.5 veces mayor a desarrollar cancer (De Groot et al., 2018; Kanwal et al, 2017).

1.2.2.4. Tabaquismo activo

Mas de 7000 sustancias quimicas componen el humo del tabaco y sélo 60 de ellas
estdn identificadas. Una exposicion prolongada a estas toxinas altera mecanismos
relacionados con el ADN y procesos genéticos que regulan el crecimiento generando
diferentes enfermedades como cancer (Comision Nacional contra las adicciones. 2020; De
Groot et al., 2018).
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La nicotina activa receptores betaadrenérgicos y nicotinicos de acetilcolina (NAChR)
en tejido canceroso y sano, conduce a la progresion de tumores de pulmon y resistencia a

radioterapia y quimioterapia (De Groot et al., 2018; Warren et al., 2013).

1.2.2.5. Tabaquismo pasivo

Los hallazgos mas recientes avalan que el humo de segunda mano puede aumentar
considerablemente la probabilidad de padecer esta patologia. Se ha demostrado que hay un
aumento del 25 % del riesgo de desarrollar cancer de pulmén al estar expuesto al humo de

tabaco ambiental constantemente (American Cancer Society, 2024).

1.2.2.6. Factores hormonales

La incidencia mayor del cancer de pulmoén en mujeres principalmente no fumadoras
se asocia a la activacion de los receptores de estrégenos; dando como consecuencia aumento

en la proliferacion y crecimiento del tumor (Yin et al., 2020).

1.2.2.7. Dietay consumo de alcohol

Una dieta incluyendo verduras que contienen isotiocianatos y carotenoides aporta
proteccion contra el cancer de pulmon. Mientras que debe evitarse el consumo elevado de
carne roja y alimentos con elevadas cantidades de sodio, ya que produce N-nitrosaminas al
cocinarse, que en el organismo causan dafio en el ADN, mutaciones de K-Ras, P53 y puede

desarrollarse esta anomalia (De Groot et al., 2018; Malhotra et al., 2016).

1.2.2.8. Radon

Se ha identificado niveles altos de radon en construcciones, minas subterraneas y
sOtanos; que es producido por la descomposicion de uranio tanto en suelo como en rocas,
causando dafio en el ADN aumentando el riesgo de presentar cancer de pulmon,

principalmente entre no fumadores (American Cancer Society, 2019).

1.2.2.9. Exposicion laboral

Las personas que laboran en minas, molinos, fabricas textiles y que estan expuestas a
sustancias cancerigenas como amianto (mas comun), arsénico, cadmio, berilio, niquel, silice

tienen una mayor probabilidad de presentar cancer de pulmon, por lo que en estos ultimos
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afios se han establecido medidas de seguridad para mitigar efectos adversos en la salud de los
trabajadores (De Groot et al., 2018).

1.2.2.10. Combustibles en cocina

Al cocinar, los aceites que comUnmente se utilizan producen sustancias quimicas,
principalmente hidrocarburos policiclicos como el benzo(a)antraceno, 4-aminobifelino y el
trans-trans-2,4-decadienal, que pueden iniciar una alteracién en el ciclo celular, mutaciones
en el ADN, asi mismo producen especies reactivas de oxigeno y por consiguiente un proceso
canceroso ante una exposicion prolongada, por lo que para disminuir la incidencia de este tipo
de céncer deberian implementar el calentamiento del aceite a baja temperatura y
preferentemente en cocinas comerciales utilizar campanas de extraccion en el area de coccidn
(Jiaetal., 2018; Xue et al., 2016).

1.2.2.11. Enfermedades pulmonares

En la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), neumonia, sarcoidosis, el
asma, las neumoconiosis, fibrosis pulmonar idiopética y tuberculosis se liberan citocinas
inflamatorias, existe dafio tisular, mutaciones genéticas, que favorecen la creacién de un

ambiente para el desarrollo y progresion de cancer de pulmon (Miron et al., 2020).
1.2.2.12. Infecciones

Se ha planteado que distintos tipos de virus entre los que se encuentran el virus del
papiloma humano (VPH), VIH, COVID-19 aumentan el riesgo de desarrollo de cancer de
pulmon tras un dafio agudo (Chaitanya et al., 2021).
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Figura 5. Etiologia del cancer de pulmén.

1.2.3. Sintomatologia y diagnostico

El cancer de pulmon es heterogéneo y puede originarse en diversos puntos del arbol
bronquial, por lo que los sintomas y signos son variables. Si un paciente presenta dolor
torécico, tos constante, tos acompafiada por sangre (hemoptisis), dificultad para respirar,
cansancio, sibilaciones, disminucion de peso, infeccion pulmonar frecuente se debe considerar
la posibilidad de presentar cancer de pulmén. Al inicio pueden ser sintomas inespecificos, lo
que dificulta una identificacion temprana y compromete su diagndstico (National Cancer
Institute, 2024).

El estudio sugerido para diagnosticar cancer de pulmén es la tomografia
computarizada (TC) con dosis bajas de radiacion, ya que presenta una sensibilidad mayor que
la radiografia de térax. Pero también se enumeran a continuacion otras técnicas
complementarias (OMS, 2023; National Cancer Institute, 2024):
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e Exploracién fisica.

e Estudio citoldgico de esputo (para observacion de moco expulsado al toser y evaluar
la presencia de células tumorales).

e Radiografia de torax: procedimiento no invasivo, utilizado para la obtencion de una
imagen tridimensional y determinar asi la localizacion especifica de esta neoplasia.

e Toracocentesis (procedimiento para la extraccion y el analisis del liquido pleural).

e Iméagenes por resonancia magnética (IRM).

e Tomografia por emision de positrones.

e Pruebas moleculares.

e Biopsia: es una prueba confirmatoria de NSCLC y para determinar el subtipo

histologico.

El diagnostico patoldgico indica el grado, el tipo y localizacion del tumor para otorgar

una terapia adecuada (National Cancer Institute, 2024).

1.2.4. Tratamiento

La terapéutica del cancer de pulmon depende del estadio tumoral, caracteristicas
clinicas y moleculares de cada paciente. Entre las estrategias terapéuticas mas comunes se
encuentran (OMS, 2023; ESMO, 2019):

« Cirugia.

Método mas adecuado en etapas tempranas para la reseccién del tumor con margenes
amplios. Después de este procedimiento se recomienda un estudio de TC de rutina por los

primeros afos consecutivos (OMS, 2023).
« Radioterapia.

Util para etapas iniciales del cancer de pulmén cuando el paciente no puede ser
sometido a una cirugia (ESMO, 2019).

* Quimioterapia.
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Su uso es flexible, puede ser administrada en fase pre y postquirdrgica de NSCLC
como un tratamiento adicional ante la posibilidad de la presencia de células cancerigenas.
También se recomienda el uso de tratamientos paliativos para disminuir los sintomas de estos
farmacos (ESMO, 2019).

« Tratamiento dirigido y anti-angiogénico

Son compuestos que tienen como objetivo la reduccion de la proliferacion celular en
NSCLC en estadios avanzados mediante el bloqueo particular de vias de sefializacion, siendo
los siguientes: (ESMO, 2019)

a. Inhibidores de KRAS G12C.
b. Inhibidores de mTOR
c. Anticuerpos monoclonales.

d. Inhibidores de tirosina-cinasa.
e. Bloqueadores de canales ionicos

* Inmunoterapia.

La inmunoterapia es utilizada para activar o restaurar células inmunitarias para

potenciar el reconocimiento y destruccion de células neoplasicas (NCI, 2025).

Actualmente se continua con una busqueda persistente de tratamientos mas eficaces y
seguros, lo que ha impulsado la identificacion de blancos moleculares relacionados con la
viabilidad y proliferacion de las células tumorales, entre los que destacan, estan los canales
ionicos (NCI, 2025).

1.3. Canales ionicos

La membrana celular es una estructura dindmica que delimita la parte interior de la
célula y estd conformada por una bicapa lipidica que controla el transporte de sustancias
(moléculas, nutrientes, iones) a través de diversos mecanismos (Anaya et al., 2023).
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Los canales idnicos son proteinas transmembranales que forman poros que permiten
el desplazamiento selectivo de iones (con tamafio y carga eléctrica especifica) de acuerdo con

su gradiente electroquimico (Anaya et al., 2023).

Los experimentos pioneros de registro electrofisiolégico fueron realizados por
Hodgking y Huxley, quienes, al fijar el potencial de membrana del axén gigante de calamar,

evidenciaron la existencia de poros selectivos a iones (Hodgkin & Huxley, 1952).

El desarrollo en el conocimiento de los canales i6nicos continué con la
implementacion de la técnica de fijacion en parche de membrana, creada por Bert Sakmann 'y
Erwin Neher, utilizando un microelectrodo de vidrio que registra las corrientes ionicas que

pasan a través de los canales en la membrana celular (Neher et al., 1978).

Los canales ionicos son esenciales para regular el volumen celular, proliferacion,
migracion celular, apoptosis, transduccion de sefiales, generacion y propagacion de potencial
de accion, mantenimiento de potencial de membrana, reconocimiento celular para el
mantenimiento de la homeostasis en diversos tejidos (Roux et al., 2017). Alteraciones en su
expresion o funcion pueden perturbar los mecanismos antes mencionados, promoviendo
potencialmente una transformacion neoplésica, caracterizada por una proliferacion

exacerbada y adquisicion de un comportamiento tumoral agresivo (Prevarskaya et al., 2018).

Los canales ionicos se agrupan en dependientes de ligando, regulados por segundos
mensajeros, canales idnicos mecano sensibles y canales ionicos dependientes de voltaje
(Qiwen et al. 2023). Ver figura 6.
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Figura 6. Clasificacion de los canales ionicos. Tipo | (Fondo color azul) canales activados por ligando. Tipo Il
(Fondo amarillo) sensibles a pH). Tipo 1l (Fondo rojo) canales sensibles a estimulos fisicos como estimulo
mecanico, temperatura o voltaje. (Tomado y modificado de Goldschen et al., 2017).

1.3.1. Canales de potasio

La clasificacién de los canales de potasio depende de la secuencia de aminoacidos que

contiene la subunidad del poro. Existen 3 familias (Nerbonne, 2016):

e Canales rectificadores de entrada (Kir): formado por 2 segmentos transmembranales
y un poro. Conduce mayor cantidad de iones de potasio al interior de la célula.

e Con dos dominios de poro (K2P): son canales de potasio de fuga formados por 4
segmentos transmembranales y 2 poros que permanecen abiertos en el potencial de

membrana en reposo.
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e Canales dependientes de voltaje (VGKC) con 6 segmentos transmembranales y 1 poro.

Se describen a detalle a continuacion, ya que es parte del tema central del proyecto.

1.3.2. Canales de potasio dependientes de voltaje (VGKC)

Se han reportado aproximadamente 145 canales idnicos dependientes de voltaje
(VGIC) donde 40 son canales de potasio dependientes de voltaje (VGKC), siendo la familia
maés variada estructural y funcionalmente (Luis et al., 2022).

Se dividen en 12 grupos por su semejanza genética y respecto a su funcion se
subdividen en dos grupos: VGKC funcionales (familia Shaker, Shab, Shaw, Shal, KVLQT,
KQT2, eag, erg, elk) y canales silenciosos dependientes de voltaje que generan canales
funcionales si se heterodimerizan con KCNB como la familia de KCNF1, KCNG, KCNV,
KCNS (Bachmann et al., 2020).

La secuencia peptidica de una subunidad a atraviesa seis veces la membrana (S1-S6),
los extremos amino y carboxilo de cada canal se encuentran hacia el interior de la célula
(Figura 7). A pesar de que los canales VGKC coinciden en una estructura bésica similar, se
diferencian en sus bucles de conexion (enlazador), secuencia y largo de las terminales Ny C
(Delgado & Rodriguez, 2018).
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Figura 7. A) Estructura una subunidad alfa de canales VGKC y B) Imagen representativa del canal visto de
la parte externa de la célula. (Tomado y modificado de Delgado & Rodriguez, 2018).

Los canales VGKC funcionales se ensamblan en el reticulo sarcoplasmatico a partir
de cuatro subunidades, las cuales puede ser homotetraméricas o heterotetraméricas, como se
ha observado en KCNA, KCNQ Y KCNH. Ademas, pueden unirse a subunidades auxiliares
que se encargan de regular estos canales y determinar su ubicacion en la membrana plasmatica
(Delgado & Rodriguez, 2018; Grizel et al., 2014).

Los cuatro primeros segmentos (S1- S4) forman el dominio de sensor de voltaje
(VSD), S4 contiene aminoacidos positivos en cada tercera posicion (arginina o lisina)
extremadamente sensibles a cambios en el voltaje. EI VSD se une a la region de poro mediante
un asa S4-S5 (Ranjan et al., 2019).

Los ultimos dos segmentos (S5-S6) y la region P forman parte del dominio del poro
(PD) que permite la conduccion selectiva de iones potasio y evita su paso cuando el canal se
cierra (Xia, et al., 2023). Se ha reportado que una gran parte de los VGKC se abren cuando la
membrana esta despolarizada y se cierran cuando la membrana esta hiperpolarizada (Kuang
et al., 2015).
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Figura 8. Representacion esquematica de las familias VGKC respecto a su secuencia de aminoacidos,
nombres de acuerdo con el Sistema de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) y
nombres entre paréntesis otorgados por el Comité de Nomenclatura Genética de la organizacion del
Genoma (Tomado y modificado de Grizel et al., 2014).

Una porcion de la region P preservada (glicina-tirosina-glicina o glicina-fenilalanina-
glicina) forma un filtro de selectividad que permite el reconocimiento exclusivo de ion

potasio. Ver figura 7. (Ranjan et al., 2019).

Los canales VGKC se localizan en diversos tejidos y 6rganos, como musculo, corazon
y cerebro. Su importancia radica en el control del umbral de disparo, del curso de un potencial
de accion, rapidez de disparo, la sefializacion bioeléctrica rapida (Ranjan et al., 2019). Cuando
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los genes que codifican VGKC tienen alguna alteracion causan diversas enfermedades como

epilepsia, ataxia, arritmias cardiacas, etc (Xia et al., 2023).

También los VGKC influyen en la creacion de un microambiente exclusivo de células
tumorales (Xia et al., 2023), contribuyen en la sefializacion para la division celular, participan
en el ciclo celular y regulan el volumen de las células, la apoptosis, diferenciacion (Grizel et
al., 2014), exocitosis, el trafico de proteinas y la dindmica del citoesqueleto (Delgado &
Rodriguez, 2018).

La subfamilia EAG o0 KCNH (ether-a-go-go) modulan el flujo de K+. Su nombre se
establecié por el gen que codifica esta familia. Este locus se reconocié inicialmente en la
mosca Drosophila melanogaster cuando era modificado por éter generaba temblor en sus
patas. En la region N-terminal, contiene una region Per-Arnt-Sim (PAS) influye en la
velocidad de activacion del canal (Lorinczi et al.,, 2016). Abarca 8 tipos de canales,
clasificados en 3 conjuntos acorde a la semejanza de las secuencias, son eag, erg y elk.

Selectivkty
Filter|

40 A

Figura 9. A) Modelo del canal KCNH1. Dominio PAS (naranja), dominio PD (verde), VSD (amarillo), dominio
CNBHD (acua), c-enlazador (rojo), membrana celular (lineas grises). B) Dominio del poro de canal KCNH1
(Tomado y modificado de Whicher & Mackinnon, 2016).

1.3.2.1. Canal de potasio dependiente de voltaje miembro 1 de la subfamilia
H
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Canal de potasio dependiente de voltaje miembro 1 de la subfamilia H (KCNH1) es
un canal que esta formado por cuatro subunidades que conforman el poro. Presenta
propiedades Unicas, tanto estructurales como funcionales que lo distinguen de otros canales

de potasio activados por voltaje (Whicher & MacKinnon, 2016).

Tiene una hélice de 40 aminoacidos que abarca 25 Angstroms al exterior de la célula,
rodea la parte de apertura del poro entre S5y helice del poro. Esta estructura no se encuentra
en otros canales Kv, lo que le confiere una proteccion ante la presencia de toxinas. La
conformacién del poro no presenta una cavidad central definida subyacente al filtro de
selectividad (Whicher & MacKinnon, 2016).

A diferencia de otros canales Kv (que tienen un enlazador de quince residuos), el canal
KCNHL1 tiene un conector S4-S5 (enlazador S4-S5) atipico que esta formado por cinco
residuos. Lo més sorprendente, es que aun sin la presencia del enlazador, el canal conserva su

funcionalidad en la cinética de apertura y cierre de éste (Whicher & MacKinnon, 2016).

Se distingue por tener grandes extremos N y C, compuestos por dos dominios
intracelulares responsables del 70 % aproximadamente de su masa molecular (Luis et al.,

2022): un dominio N-terminal Per-Arnt-Sim (PAS) y en la region C-terminal contiene un
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Figura 10. Esquema que incluye dos subunidades del canal KCNH1. Dominios transmembrana (azul),
dominios PAS (verde) (Tomado y modificado de Wang et al., 2017).

27



dominio homdlogo de unién a nucle6tidos ciclicos (CNBHD). Ver Figura 10. (Whicher &
MacKinnon., 2019; Whicher & MacKinnon, 2016).

Los dominios PAS presentes en proteinas que detectan estimulos ambientales,
modulan la interaccion proteina-proteina, interaccionan con el dominio CNBHD vy el
segmento S4 (Whicher & MacKinnon, 2019; Whicher & MacKinnon, 2016). Estudios
sugieren que los dominios PAS y CNBHD funcionan como compuertas que dependen de
voltaje, poseen un sensor de calcio calmodulina (CaM) y Unicamente en presencia de calcio
cada molécula de CaM se une a un sitio especifico tanto en el dominio PAS como en CNBHD
gue mantiene el poro cerrado (Whicher & MacKinnon, 2019; Whicher & MacKinnon, 2016).

Estos canales estan codificados por el gen KCNH1 de la subfamilia H del canal
dependiente de voltaje de potasio. Esta secuencia de ADN se encuentra en el cromosoma 1,
banda g32.2 y contiene 457,343 bases y 12 exones (Luis et al., 2022). Los canales KCNH1 se
localizan en la membrana plasmaética, pero también pueden encontrarse en membranas de
organulos, como membrana nuclear interna, vesiculas intracelulares y participa en el
desensamblaje del cilio primario (Luis et al., 2022). Fisiolégicamente, en condiciones
normales no se identifican en tejidos periféricos, solo se expresan en regiones especificas del
bulbo olfatorio, corteza cerebral, hipocampo, hipotadlamo, cuerpo estriado y terminal

presinaptica de células de Purkinje (Luis et al., 2022).
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Los resultados indican que el ARN de KCNHL1 se expresa de manera preferencial en
cerebro, testiculos y glandula suprarrenal, los demas tejidos no mostraron una deteccion

positiva. Figura 11. (Hemmerlein et al., 2006).
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Figura 11. Deteccién del ARNm que codifica para KCNHL1. (Tomado y modificado de Hemmerlein
B. et al., 2006).

También, su sobreexpresion se ha reportado en varios tipos de cancer como
neuroblastomas, glioblastomas, metastasis cerebral, osteosarcomas, cancer de mama, colon,
gastrico, cuello uterino, pulmoén, ovario, melanoma. Figura 12. (Hernandez et al., 2020;

Hemmerlein et al., 2006).
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Figura 12. Deteccion del ARNm que codifica para KCNH1 en muestras de tumores mamarios (Rojo
N=11), ARN pareados (circulos negros rellenos) y ARN de epitelio normal comercial (Circulos con
contorno negro) (Tomado y modificado de Hemmerlein B. et al., 2006).

1.3.2.2. Canales de potasio dependiente de voltaje miembro 1 de la
subfamilia H y cancer
El estudio de los canales de potasio en tumores ha tenido un gran impacto debido a
que forman el grupo mas grande de canales a los que se les atribuye propiedades que causan
proliferacion o muerte celular programada, control del ciclo celular, migracion y angiogénesis
(Luis et al., 2022).

Se ha encontrado que los canales KCNH1 se expresan en aproximadamente 70 % de
los tipos de céncer estudiados y lineas celulares (Luis et al., 2022) por lo que se les ha
propuesto como un biomarcador tumoral (Ouadid et al., 2016). Pacientes con una alta
expresion de KCNH1 pueden tener un peor pronostico en comparacion con aquellos con

niveles bajos. Ver figura 13. (Gao et al., 2022).

En multiples tipos de cancer, p53 estd ausente 0 mutado, teniendo como consecuencia
altos niveles de expresion del canal KCNH1, E2F1 y miR34a, que, en conjunto, regulan la

actividad mitocondrial (Hernandez et al., 2020).
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Figura 13. Comparacién de la supervivencia de pacientes con niveles de expresion altos y bajos de
KCNH1, Anélisis de Kaplan-Meier (Tomado y modificado de Gao et al., 2022).
Gao y colaboradores en el afio 2022, mostraron el papel crucial que juega el canal
KCNHL1 en la biologia celular del cancer gastrico, observando que la inhibicion de estos

canales afecta negativamente la funcion celular y la expresion de ciclina D1y E1.

Estas evidencias, sugieren la participacion de los canales de potasio KCNH1 en la
tumorogénesis, por lo que estan siendo considerados como blancos farmacoldgicos. Hasta el
momento, se han identificado un conjunto de moléculas que inhiben los canales KCNH1. Se
ha reportado que cuatro moléculas se unen al VSD del canal, son: mibefradil, analogos
naturales de bromotirosina purpurealidin I, 20(S)-gindsido Rg3 y amiodarona (Toplak et al.,
2021).

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1. Amiodaronay desetilamiodarona

La amiodarona (AD) es un derivado de benzofurano yodado cuyo metabolito activo es
la desetilamiodarona (DEA), producido por la desasetilacion de su molécula madre por el
citocromo P450 (CYP3A4), son compuestos con actividad antiarritmica de la clase Il de
Vaughan Williams (Hamilton et al., 2020).

La AD fue sintetizada por primera vez por el Laboratorio Belga Labaz ante la

necesidad de incluir nuevos farmacos antiarritmicos con una respuesta terapéutica mayor y
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superar las limitaciones de medicamentos como quinidina, lidocaina y mexantina.
Posteriormente, fue utilizado particularmente en Sudamérica y Europa, despues de amplias
pruebas para controlar latidos irregulares del corazon (Balik et al., 2019). Y finalmente fue
aprobada por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos de América
(FDA) en su férmula oral de 200 mg en 1985 y en su formulacion intravenosa en 1995 (Florek,
et al., 2023; Steinberg et al., 2020).

Actualmente se administra para la prevencion y tratamiento de fibrilacién ventricular
frecuente y taquicardia ventricular inestable (National Center for Biotechnology Information,
2024). También se ha reportado que cuenta con caracteristicas antioxidantes y
antiinflamatorias (Chang et al., 2018). El blanco farmacologico de este compuesto es el
bloqueo de los canales de potasio principalmente los canales de potasio dependientes de
voltaje (VGKC) pero también en menor cantidad canales de sodio, el intercambiador de
Na*/Ca?" (NCX) y los canales de Ca?" de tipo L (Almendral et al, 2014; Hamilton et al., 2020;
Ketchem, et al., 2018; Kim et al., 2011; Li et al., 2016; Steinberg et al., 2020). Ver figura 14.
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Figura 14. Estructura de dos subunidades de KCNH1 con el dominio de sensor de voltaje (VSD) (naranja),
regién de poro y cavidad central (amarillo) y filtro de selectividad (rojo). Tomado y modificado de Toplak et

al. (2021).

La AD se prescribe con mayor frecuencia por su gran efectividad, aunque es necesaria

una supervisién minuciosa del paciente debido a sus efectos adversos, la mayoria de estos

efectos son reversibles con una reduccion de la dosis o interrupcion temporal (National Center

for Biotechnology Information, 2024). Las concentraciones plasmaticas terapéuticas de AD

van de 1 a 2.5 pg/ml, cifras superiores a estas, son consideradas toxicas (Goldschlager et al.,

2007; Siddoway et al., 2003).

Ademas, la AD tiene una biodisponibilidad diferente tras la administracion oral (una

variacion del 22 al 95 %). EI comienzo de su accion es dependiente de la via de administracion,

ocurre después de unas horas si la administracion es intravenosa, en cambio, después de una

administracion oral tarda 2 o 3 dias, aunque a menudo puede tardar de 1 a 3 semanas.
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Posteriormente, la AD es metabolizada en el higado y en menor medida en la pared del
intestino por medio de una reaccién de desetilacion oxidativa favorecida principalmente por
el citocromo p450 3A (CYP3A) (metabolizando el 40 % del farmaco las primeras 24 h de
administracion), pero también se ha reportado la participacion, aunque en menor medida, de
otras isoformas de la enzima CYP como CYP1Al, 2C8 Y 2D6 convirtiéndola a
desetilamiodarona y didesetilamiodarona (National Center for Biotechnology Information,
2024).

La principal via de excrecion de este compuesto es por via biliar y fecal, con

eliminacién menor por via renal y via lagrimal (Goldschlager, et al., 2007).

Desetilamiodarona (2-butil-1-benzofurano-3-yl)-[4-[2-(etilamino) etoxi]-3,5-
diiodofenil Jmetanona se caracteriza por una falta de un grupo etilo, tiene una estructura mas

pequefa (National Center for Biotechnology Information, 2024).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de Amiodarona y desetilamiodarona. (Datos tomados de National
Center for Biotechnology Information, 2024).

Criterio Amiodarona Desetilamiodarona

Formula

Peso molecular
645.3 617.3
(g/mol)
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2.1.1. Amiodaronay cancer

Estudios proponen a AD como un candidato potencial que revierte la resistencia a
multiples farmacos, sensibiliza a las células tumorales en respuesta a la quimioterapia, posee
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, puede reducir la citotoxicidad y mejorar el
efecto en una amplia variedad de tipos de cancer, incluyendo cancer de mama, ovario y
glioma, carcinoma de prostata, carcinoma hepatocelular al utilizarlo en conjunto o
individualmente. Si bien, el mecanismo de accion de este compuesto no ha sido elucidado
completamente, se ha propuesto que este farmaco pudiese actuar a través de maultiples vias
(Steinberg et al., 2020; Chang et al., 2018).

La glicoproteina P (PGP) codificada por el gen MDR-1, una proteina dependiente de
ATP localizada en la membrana expulsa diversos farmacos provocando resistencia a las
antraciclinas. Varios ensayos han reportado que AD es un importante agente que revierte la
resistencia a multiples farmacos, actuando mediante la fosforilacion de PGP (Chauffert et al.,
1986).

Se ha identificado que AD exhibe una doble accion: efectos citoprotectores al reducir
el dafio al ADN de células sanas, a la vez induce apoptosis en células HeLa al estimular los
niveles de SRF3 truncado y disminuir los niveles de miR-224 (promotor de la proliferacion y
supervivencia) que se encuentra regulado al alza en NSCLC, y el carcinoma hepatocelular.
Esta disminucién es acompafada de un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y un
decremento de TNFAIP1, p21, caspasa 3 y miR224, elementos relacionados con eventos pro-
apoptoticos (Chang et al., 2018).

También se ha observado un aumento en la tasa apoptotica de la linea celular
representativa de leucemia mieloide aguda (U937) sugiriendo que la AD podria tener un papel
importante en la muerte celular programada. EI mecanismo propuesto se centra en la
inhibicion de la via de sefializacion mediada por AKT, donde hay una reduccion de los niveles
de p-AKT, evitando asi, la proliferacidn, crecimiento y supervivencia celular. La AD es una

molécula lipofilica que puede atravesar membranas celulares y posiblemente introducirse a la
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mitocondria e inhibir el canal Kv 1.3, provocando la liberacion de especies reactivas de

oxigeno y finalmente apoptosis (Ketchem et al., 2018).

2.1.2. Desetilamiodaronay cancer

Desetilamiodarona (DEA), es el principal metabolito activo de la amiodarona (AD)
que se produce en una reaccion de N-desmetilacion catalizada por el citocromo P450 (Bognar
et al., 2017a), su estructura es mas pequefia y menos hidrofobica que AD y de acuerdo con
Gomez-Lagunas et al., (2024), DEA puede inhibir canales KCNH1 en estado cerrado y
abierto, sin embargo, su efecto es mayor cuando el canal esta abierto (Lagunas et al., 2024).

En un trabajo se observé que la presencia de DEA reduce significativamente la
poblacion celular de la linea celular T24, alterando el potencial de membrana mitocondrial,
favoreciendo el arresto de las células en la fase GO/G1 de su ciclo, fragmentacion de nucleos,
reduccion de Bcl-2 (factor anti-apoptético), incremento de Bax (factor pro-apoptético),
activacion de la caspasa 3 (ejecutora de la apoptosis), aumento en la escision de PARP-1,
reduccion de la actividad de la via ERK y AKT, que estos procesos en conjunto, favorecen la

muerte de las células T24. Ver Figura 15. (Bognar et al., 2017a).

Si bien existen maltiples evidencias que sugieren la relacion del uso de AD y DEA en
el cancer, su efecto sobre células provenientes de cancer de pulmon no ha sido totalmente

descrito.
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Figura 15. Posible mecanismo de accién de DEA. Descripcién grafica de diferentes vias de sefializacion
reportadas por las que DEA produce apoptosis en células cancerigenas. (Tomado y modificado de Bognar et
al., 2017).



3. JUSTIFICACION

El cancer de pulmon de células no pequefias es un problema de gran importancia en el
ambito de la salud puablica, pues ocupa la tercera causa de muerte por cancer en México y se
caracteriza por desarrollar a mediano y largo plazo, resistencia a la quimioterapia y
radioterapia. Frente a este panorama, surge la necesidad de identificar blancos farmacolégicos

gue ayuden de manera efectiva al tratamiento de dicha enfermedad.

Estudios recientes muestran que las células tumorales sobre-expresan canales de
potasio tipo KCNHL1, los cuales regulan entre otras funciones, la proliferacion celular, control
de la apoptosis, angiogénesis, supervivencia celular y migracién, por lo que estos canales
podrian ser considerados como potenciales blancos moleculares para una terapia dirigida

eficaz.

Por lo anterior, en el presente trabajo se propone evaluar el efecto de bloqueadores
especificos de los canales de potasio KCNH1, tales como la amiodarona (AD) y
desetilamiodarona (DEA), sobre la capacidad proliferativa, migratoria y apoptotica de células
no pequefias de cancer de pulmon. Y de manera complementaria, investigar si la presencia de
AD y DEA altera la viabilidad mitocondrial.
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4. HIPOTESIS

Amiodarona (AD) y desetilamiodarona (DEA) reducen la capacidad proliferativa y

migratoria de la linea tumoral A549, proveniente de cancer de pulmén de células no pequefias.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar el efecto que ejercen amiodarona y desetilamiodarona sobre la capacidad

proliferativa y migratoria en la linea celular A549.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Evaluar el efecto sobre la capacidad proliferativa de las células A549 en

presencia de amiodarona y desetilamiodarona.

5.2.2. Determinar el efecto que ejercen amiodarona y desetilamiodarona sobre la

capacidad migratoria en la linea celular A549.

5.2.3. Averiguar si la presencia de amiodarona y desetilamiodarona alteran la

viabilidad mitocondrial en las células A549.
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6. METODOLOGIA

6.1. Cultivo celular de la linea tumoral A549

Las células A549 son una linea celular inmortalizada derivada de un adenocarcinoma
pulmonar humano de células epiteliales basales alveolares, aisladas de un paciente masculino

de 58 afios en 1972, y se utilizaron como modelo experimental.

ATCC Number: CCL-185
Designation: A-549

High Density Scale Bar = 100pm

|OaTcC e

Low Density Scale Bar = 100ym

Figura 17. Morfologia celular de la linea tumoral A549. Las micrografias muestran la morfologia
mesenquimal de las células A549, a) baja confluencia y b) alta confluencia.

6.1.1 Caracteristicas de cultivo y mantenimiento de la linea celular A549

Las células crecen en modalidad de monocapa y fueron sembradas en matraces de
cultivo de poliestireno de 25 cm? de superficie, con medio de cultivo Advanced-DMEM
suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla
de antibidtico-antimicético (10,000 unidades/mL de penicilina, 10,000 pg/mL de
estreptomicina y 25 pg/mL de anfotericina B). Se mantuvieron en una incubadora a 37 °C en
una atmosfera con 5% de CO». El medio de cultivo se renovo cada 24 horas y cada 7 dias se
sometieron las células a un proceso de tripsinizacion, a partir del cual se tomaron alicuotas

para regenerar el cultivo madre y sembrar las células para los experimentos propuestos.
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6.1.2. Tratamiento con amiodarona y desetilamiodarona

El tratamiento que se utilizé para este proyecto tuvo una duracion de 48 horas con

amiodarona 10 uM y desetilamiodarona 2 puM.

6.2. Ensayo de proliferacion celular

Para evaluar la capacidad proliferativa de las células A549, fueron sembradas en placas
de 6 pozos, una vez alcanzado un 50 % de confluencia, se inicio con el tratamiento con AD y
DEA. Al cumplir con el tiempo estipulado, se retird el medio, se lavaron con PBS y se
tripsinizaron; la suspension celular resultante fue transferida a tubos tipo eppendorf y de ahi
se tomo una alicuota para combinar volumen a volumen con azul de tripano, como colorante

vital, para el conteo celular.

6.3. Ensayo de migracion

Las células A549 fueron cultivadas en 3 cajas Petri y se mantuvieron hasta que
alcanzaron el 70% de confluencia, posteriormente se inicié del tratamiento de 48 h (control,
AD, DEA). Al concluir, se realizaron dos lavados con 2 mL de PBS estéril, se adicionaron
500 pL de tripsina estéril por 5 minutos y finalmente 750 uL de medio Advance-DMEM libre
de suero fetal bovino. Al recuperar la suspension celular, se tomd una alicuota de 1,000 pL
para realizar el conteo celular y se procedi6 a realizar los calculos para sembrar 30,000 células

por condicion.

Se utilizaron soportes permeables Transwell con membranas de policarbonato con
poros de 8 um de diametro. Para mantener la condicion experimental, en la parte inferior se
colocaron 750 pL del tratamiento con AD y DEA disuelto en el medio Advance-DMEM
suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB) y en la parte superior de la membrana de
policarbonato se sembraron 30,000 células hasta llegar a un volumen final de 300 uL en cada

condicion.
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Las células se incubaron a 37 °C en 95 % de aire y 5% de CO; durante 18 h. Al finalizar
el tiempo las células que permanecieron sobre la membrana interna del inserto fueron
retiradas. Las células que migraron permanecieron en la parte inferior de la membrana de
policarbonato del inserto y fueron fijadas con una mezcla de metanol/acetona 1:1 por 20
minutos a 4 °C, seguido de una tincion con el colorante cristal violeta por 10 minutos y por
Gltimo para la eliminacion del exceso de colorante las células se lavaron varias veces con agua
tridestilada. Se mantuvieron en refrigeraciéon hasta su visualizacion en un microscopio de
campo claro Leica DM1000 utilizando un objetivo 10X, cAmara Jenoplik Jena ProgRes10 plus
y el programa ProgRes CapturePro 2.1 y para el conteo celular se utiliz6 Image J generado
por el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América. Se realizo la
cuantificacion de 3 campos aleatorios por condicion y los datos fueron normalizados respecto

al control.

6.4. Ensayo de viabilidad mitocondrial

Se empleo el kit comercial MitoTracker (MT) de la marca Thermo Scientific, con el
fin de evaluar la viabilidad de las mitocondrias mediante un marcaje con sonda fluorescente,
es decir, un compuesto quimico lipofilico que atraviesa la membrana plasmatica de
mitocondrias y facilita su visualizacion por medio de microscopia confocal sin necesidad de
procedimientos adicionales, donde la intensidad de fluorescencia representa la viabilidad

mitocondrial. Se siguieron las siguientes instrucciones del fabricante para realizar el ensayo.
6.4.1. Preparacion de la solucion madre de Mitotracker Red CMXROS

Se realizd una mezcla de 50 pg del reactivo méas 94 pL de dimetil sulfoxido (DMSO),

obteniendo una solucién de 1 mM.
6.4.2. Preparacion de solucion de trabajo a 200 nM

Se tomo 0.2 pL de la solucion madre de MT a 1mM con 999.8 pL de PBS 1X para una
solucion con un volumen total de 1000 pL.
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6.4.3. Preparacion de la muestra

Las células A549 fueron cultivadas sobre cubreobjetos circular en 1 placa de 6 pozos,
y se mantuvieron hasta que alcanzaron aproximadamente el 70% de confluencia,
posteriormente se inicid del tratamiento de 48 h (control, AD, DEA). Al concluir, se retiro el
medio de cultivo, para fijarlas se adicionaron 2000 uL de metanol/acetona 1:1 por 20 minutos
a 4 °C. Se realizaron dos lavados con 2 ml de PBS por 5 minutos, un lavado con 2 ml Triton
1X por 15 minutos y finalmente un lavado con 2 ml PBS por 5 minutos. Se incubaron en una
camara oscura con 1,500 pL de la solucién de Mitotracker 200 nM por pozo durante 30
minutos, posteriormente se realizaron dos lavados con 2 mL de PBS por pozo por 5 minutos.
Finalmente se procedio a montar cada cubreobjetos circular en un portaobjetos, se adicionaron
50 uM de medio de montaje con DAPI, se cubre con un cubreobjetos de 22 x 22 mm, se
sellaron con barniz y una vez secos se observaron en el microscopio confocal Nikon C2 plus,
con parametros constantes. a) Se tomaron 3 campos aleatorios por condicién y se determind
la intensidad de fluorescencia promedio del Mitotracker en unidades arbitrarias de
fluorescencia (UAF). b) Para evitar las variaciones en el namero de células entre condiciones,
se normaliz6 UAF respecto al nimero de células. El recuento de células se realizo mediante
el conteo de nucleos marcados con DAPI en los mismos campos antes mencionados. La

medida relativa de fluorescencia (UAF/CEL) representa la viabilidad mitocondrial por célula.

6.5. Ensayo de expresion génica (RT-PCR de punto final)

Se evaluaron los niveles de expresion de ARNm que codifican para diversos factores
asociados a la capacidad proliferativa, supervivencia y muerte celular: Ki-67, Ciclina E,
Ciclina B, Bax, Bcl-2, BIRCS.

6.5.1. Extraccion de ARN total

Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos, al alcanzar la confluencia esperada
(mas del 60%) se realizé un cambio de medio y se adiciond el tratamiento correspondiente.
Al cumplir con el tiempo estipulado se procedio a realizar la extraccion de ARN total con el

kit FavorPrepTM total RNA purification, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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6.5.2. Cuantificacion de ARN

La cuantificacion fue realizada por espectrofotometria, donde se valoré la

concentracion y calidad de ARN extraido.
6.5.3. Transcripcion reversa

La transcripcion reversa (RT) es una técnica para obtener una hebra de ADN
complementaria (ADNc) a partir de ARN mensajero (ARNm) mediante la participacion de la
enzima transcriptasa reversa. Se empled el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription,
se siguieron las instrucciones del fabricante para la mezcla de diferentes componentes como

se muestra en la tabla 1, se coloc6 un volumen de 6 pL del mix a todas las muestras:

Tabla 2. Componentes del kit RT

Cantidad por
Componente
muestra (uL)
Buffer RT 4
dNTP's 1
Random 0.5
MulL 0.5
Total 6

El volumen final por utilizar fue de 20 pL, por lo que el volumen restante se
complement6 con agua libre de nucleasas y muestra. La cantidad de ARN procedente de las

células A549 para cada tubo fue de 4 ug. Se empled el termociclador Mastercycler S50, con
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la siguiente serie de pasos: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37° C, 5 minutos a 85°C. Al finalizar,

los tubos se resguardaran a 4 °C hasta su uso.
6.5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa

Por medio del ADN complementario se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con el kit comercial DreamTaq PCR Master Mix, segun las indicaciones del proveedor, se
obtuvo un volumen total de 20 pL. Se colocaron los diferentes componentes del kit y 2 uL. de

cada muestra, como se observa en la tabla 2.

Tabla 3. Componentes del kit para PCR

Componente Cantidad por muestra (uL)
Dream taq green 10
Primer fw 1
Primer rv 1
Agua libre de 6

nucleasas

Muestra 2
Total 20

A la mezcla se le adicionaron los siguientes oligonucleotidos sentido y anti-sentido
(diseriados con el programa proporcionado en internet por la empresa idt-DNA y sigma-

aldrich). para la amplificacion especifica.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados
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Temperatura

. Tamano
e
Oligonucledtido Secuencia ) _ esperado
alineamiento (ob)
p
(°C)
Control
Cebador
_ CAAGAGATGGCCACGGCTGCT
directo
[ actina 72.9 275
Cebador
_ TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA
inverso
Marcador asociado con la proliferacion celular
Cebador
_ AGTACCAGGAGGTGAGGATAAA
directo
Ki-67 62.6 415
Cebador
_ CTGCACTGGAGTTCCCATAAA
inverso
Marcadores asociados con el ciclo celular
Cebador
_ TTGGTGTCACTGCCATGTTT
directo
Ciclina B1 63.7 314
Cebador
] TAAGCAAAAAGCTCCTGCTG
inverso
Cebador
_ CGTTCTCTTCTGTCTGTTGCA
directo
Ciclina E1 64.3 317
Cebador

inverso

TACAACGGAGCCCAGAACA
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Marcadores anti-apoptéticos

BIRC3

Cebador

directo

CACTCATTACTTCCGGGTACAG

Cebador

inverso

AACACTAGAGGGCCAGTTAAAG

60.7

420

BIRCS

Cebador

directo

GGACAGAGAAAGAGCCAAGAA

Cebador

inverso

GGCACAGGTGTGACAGATAA

62.35

590

Bcl-2

Cebador
directo

GCTTTCACCTCCAGGATCTATT

Cebador

inverso

CCCAATACAGGTCCTTCATACC

63.1

551

Marcador proapoptdtico

Bax

Cebador

directo

GGGCTGGACATTGGACTTCC

Cebador

inverso

AGATGGTGAGTGAGGCGGTG

68.2

201

Canal de potasio dependiente de voltaje KCNH1

KCNH1

Cebador
directo

AGGATTGAGTGAGCGAGTAATG

Cebador

inverso

ATGCAGATCACAGTAGGTCAAG

62.0

421
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6.5.5. Electroforesis para la separacion de productos de la reaccién en cadena de la

polimerasa

Posteriormente se procedié a separar los productos obtenidos (amplicones) de PCR
mediante electroforesis horizontal, utilizando geles de agarosa al 1.2 % y bromuro de etidio
para su tincién (BrEt). Se colocaron 5 puL de marcador de peso molecular y 9 uL de muestra
y se realizo la separacion de los productos en una preparacion de Tris acetato EDTA (TAE)
1X a 65 voltios, 400 mA por 90 minutos.

Las iméagenes se obtuvieron mediante un documentador de geles (Gel Documentation
System — Bc axigen). Posteriormente la densitometria de las bandas se realizd6 mediante el
programa Image J proporcionado gratuitamente por el Instituto Nacional de Salud de los

Estados Unidos de América.

6.6 Analisis estadistico

Se utilizé el programa SigmaPlot 12.5 (Jandel Corporation, EUA) para el analisis
estadistico y generacion de gréficas. Se empled la prueba t de Student, para muestras
independientes con varianzas homogéneas y distribucion normal, para estimar la diferencia
entre las medias de los datos obtenidos para cada grupo experimental; y se determind si entre
dichos parametros hay diferencias estadisticamente significativas o no, tomando como
parametro de significancia, un valor de p<0.5 (*). Las graficas muestran el valor promedio +
error estandar. Cada ensayo se realiz0 por triplicado de manera independiente.

7.  RESULTADOS

7.1. Expresion del ARNm que codifica para el canal de potasio dependiente de voltaje
miembro 1 de la subfamilia H en células A549.

Como primer paso, se decidié investigar si las células A549 expresan el ARNm que codifica

para el canal de potasio KCNH1, por lo que se realizaron ensayos de RT-PCR de punto final.
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La Figura 17 ilustra la presencia del ARNm que codifica para el canal de potasio KCNH1,

validando nuestro modelo experimental.

Marcador
molecular KCNH1

500 pb

Figura 17. Presencia del ARNm que codifica para el canal de potasio KCNH1 en células A549
mantenidas en condiciones de cultivo estdndar. Se realizd la extraccion del ARNm de las células A549,
posteriormente la realizacion de RT-PCR. Se logré amplificar la secuencia especifica para KCNHL1. En
el primer carril, se encuentra el marcador de peso, en el carril 2 el ARNm que codifica para KCNH1 con
una extensién de 421 pb.

7.2. Amiodarona y desetilamiodarona no modifican la capacidad migratoria de las
células A549.

Las células tumorales se caracterizan por su alta capacidad migratoria, lo cual asegura su éxito
en la diseminacion a otros tejidos y érganos, proceso conocido como metéstasis. Para evaluar
esta caracteristica, se decidid explorar, si el bloqueo de los canales de potasio KCNH1

afectaba la capacidad migratoria de las células A549.

Las células A549, se mantuvieron por 48 horas en presencia de 10 uM de AD o0 2 UM de DEA,
al finalizar el tratamiento, las células fueron cosechadas y se resembraron 30,000 células en
cada inserto de la cdmara transwell, con el fin de evaluar su capacidad migratoria. La presencia
de AD y DEA no afecta de manera significativa el porcentaje de células A549 que migran a
través de los poros del inserto de la camara transwell, con respecto a la condicion control

(Figura 18).
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Figura 18. Migracion de las células A549 tratadas con AD y DEA. A) Imagenes representativas de los
ensayos de migracion en la condicion control, tratadas con AD y DEA. Las imagenes fueron tomadas con un
objetivo 10X. B) Andlisis semicuantitativo de la migracion celular en las cdmaras transwell. No se observan
cambios significativos en la migracion, n=3. * p<0.05, ** p<0.01 y p<0.001

7.3. Ambos compuestos reducen la viabilidad de las células A549.
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Estudios previos, mostraron que la presencia de AD y DEA ejerce un efecto negativo
en la viabilidad de diferentes lineas tumorales. Basado en estos antecedentes, se decidio
evaluar si la presencia de los compuestos es capaz de ejercer efectos citotdxicos sobre la linea
celular A549, para lo cual, las células fueron mantenidas en presencia de 10 uM de AD y 2
UM de DEA por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se cuantificaron las células en una
camara de Neubauer, empleando el colorante vital azul de tripano, y solamente se
contabilizaron las células vivas. La Figura 19 muestra que el tratamiento con AD y DEA
reduce de manera significativa la poblacion celular A549, aproximadamente en un 20 %y un

25% respectivamente, en comparacion con la condicion control.
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Figura 19. Proliferacién celular en células A549 tratadas con AD y DEA. Para evaluar la capacidad
proliferativa, los cultivos de células A549 fueron tratados con AD 10 uM y DEA 2uM durante 48h,
posteriormente se realizé un conteo celular con ayuda de una camara de Neubauer. El tratamiento con
AD, redujo aproximadamente 20% (p=0.004) el nimero de células con respecto a la condicién control,
mientras que la DEA, en un 25% (p=0.015)., n=3. * p<0.05, ** p<0.01

7.4. Amiodarona y desetilamiodarona no inciden sobre la capacidad proliferativa de
las células A549.
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El nimero de células que conforman una poblacion celular depende del balance de dos
procesos fisiologicos antagonicos, por un lado, de su capacidad proliferativa, relacionada con
la duracion de su ciclo celular, y, por otro lado, de su capacidad apoptotica. En estos términos,
el decremento observado en la poblacion celular A549 debido a la presencia de AD y DEA
(Figura 19), puede deberse a una reduccién en su capacidad proliferativa o a un incremento
en su capacidad apoptoética. Con el fin de evaluar la primera posibilidad, se evalud el nivel de
expresion del ARNm que codifica para marcadores moleculares asociados a la capacidad
proliferativa: Ki-67, ciclina B y ciclina E. La proteina Ki-67, es un marcador nuclear de
proliferacion celular, mientras que la ciclina E, es una proteina que favorece el transito de la
célula de la Fase G1 a la fase S, donde ocurre la duplicacién del material genético. Por su
parte, la ciclina B, es una proteina que participa en la decision “todo o nada” para la entrada
de la célula a la etapa de division celular, es decir, favorece el paso de la fase G2 a la fase M

del ciclo celular.

La presencia de ambos compuestos no modifica de manera significativa los niveles de
expresion del ARNm que codifican para los diferentes marcadores moleculares relacionados

con la proliferacion celular: Ki-67, Ciclina E y ciclina B (Figura 20).
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Figura 20. Niveles de expresion de Ki-61, ciclina E1y ciclina B1. Mediante RT-PCR se evalu6 la amplificacion de los fragmentos
de ADNc que codifica para A) Ki67, B) Ciclina E1, C) Ciclina B1 en células A549 tratadas con AD Y DEA. D) Imégenes
representativas de los geles usados para evaluar los niveles de expresion de marcadores asociados a la capacidad proliferativa.
n=3. * p<0.05, ** p<0.01 y p<0.001. Normalizado respecto a f-actina.

7.5. Amiodarona y desetiilamiodarona exacerban la capacidad apoptotica de las
células A549.



Los resultados presentados hasta el momento muestran que la reduccion de la
poblacion celular inducida por la presencia de AD y DEA, no se debe a cambios en la
capacidad proliferativa de las células A549, por lo que, se decidié evaluar la segunda
posibilidad, que estos compuestos estuviera acelerando la capacidad apoptética de las células
A549,

La apoptosis es una forma de muerte celular programada, que regula la densidad
celular en tejidos y 6rganos, tanto en la etapa embrionaria como en la etapa posnatal de los
seres vivos pluricelulares. Particularmente, las células tumorales se caracterizan por presentar
una baja tasa apoptotica, asegurando con ello, el crecimiento y progresion de los tumores. La
tasa apoptatica de las células es regulada por el balance que se da entre los niveles de expresion
de factores anti-apoptdticos y factores pro-apototicos. Diversos compuestos con efecto anti-
tumoral, exacerban la capacidad apoptética de las células cancerigenas, ya sea reduciendo la
expresion de factores anti-apoptdticos o favoreciendo la expresion de factores pro-

apoptoticos.

Se procedio a investigar, si el efecto inhibitorio sobre la densidad celular que ejercn la
AD vy su metabolito sobre las células A549, se debe a un incremento en su capacidad
apoptatica, para lo cual se evalu el nivel de expresion del ARNm que codifican para factores
anti-apoptoticos (BIRC-3, BIRC-5y Bcl-2) y factores pro-apoptoticos (Bax). Al igual que en
los experimentos anteriores, las células A549 fueron tratadas en presencia de 10 uM de AD y
2 UM de DEA por 48 horas. La Figura 21 muestra que la presencia de estos compuestos induce
una reduccion significativa del 20 % (p = 0.041) y 45 % (p < 0.001) respectivamente, en la
expresion del ARNm que codifica para la proteina anti-apoptética Bel-2, y una clara tendencia
al alza, en la expresion de la proteina pro-apoptoética Bax, mientras que los niveles de
expresion de BIRC-3 y BIRC-5, no resultan alterados, todo esto, con respecto a la condicion

control.
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Figura 21. AD y DEA incrementan la capacidad apoptotica de las células A549. Las células A549 fueron tratadas
con AD 10 uM y DEA 2 uM por 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se realizé el ensayo de expresion génica,
mediante la técnica de RT-PCR de punto final para evaluar la amplificacion de los fragmentos de ADNc que codifica
para factores anti y pro-apoptoticos: A) BIRC-3; B) BIRC-5; C) Bcl2y D) Bax. n=3. * p<0.05, **p<0.01 y p<0.001.
Los niveles de expresion fueron normalizados respecto a f-actina.



7.6. Estos compuestos favorecen la apoptosis a través de la alteracion de la funcion
mitocondrial de las células A549 (apoptosis intrinseca).

La apoptosis puede ser inducida mediante dos vias, la via extrinseca y la via intrinseca.
Particularmente en la via intrinseca, resulta alterada la viabilidad mitocondrial, reduciéndose
la produccion de ATP y la activacién del apoptosoma. Se considero evaluar si la apoptosis
inducida por AD y DEA, recurre a la via intrinseca, por lo que se determind la viabilidad
mitocondrial empleando el kit MitoTracker Red CMXRos. El tratamiento con los dos
compuestos inducen una reduccion significativa en la viabilidad mitocondrial, expresada en
unidades relativas de fluorescencia (AUF/CEL). Ver figura 22 y 23.
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Figura 22. AD y DEA reducen la viabilidad mitocondrial. Imagenes de microscopia confocal a 40x
representativas de cada condicion AD (10 uM) y DEA (2 uM). Tincion con Mitotracker (rojo) y DAPI (azul), de
manera individual y conjunta.
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Figura 23. AD y DEA reducen la integridad mitocondrial. Las células A549 fueron mantenidas por 48 horas
en presencia de AD y DEA, para posteriormente realizar la medicion fluorométrica empleando el kit
MitoTracker Red CMXRos. n=3. * p<0.05, ** p<0.01 y p<0.001
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8. DISCUSION

Los canales KCNHL1 fueron los primeros canales dependientes de voltaje en asociarse
con el proceso de desarrollo de células cancerosas (Toplak et al., 2021). Uno de los primeros
indicios directos de que los canales KCNH1 son importantes para la carcinogénesis se registra
en 1999, debido a una sobreexpresion de los canales de potasio KCNH1 en las células CHO,
promoviendo caracteristicas tipicas de transformacion maligna. Este estudio sugiere que estos
canales tienen un papel fundamental en la proliferacion y alteraciones en su expresion pueden
producir una proliferacion patoldgica, que se define como un incremento anormal de la tasa
de division celular que da como resultado un crecimiento tumoral, es decir formacion de una
masa anormal de tejido (Pardo LA, et al., 1999). Se ha reportado la presencia de KCNH1 en
diversos tipos de cancer, como neuroblastoma, fibrosarcoma, glioblastoma, osteosarcoma,
melanoma, leucemia linfoide aguda, asi como también en diversos 6rganos como, mama,
colon, estomago, cuello uterino, ovario y pulmén (Hernandez et al., 2020; Hemmerlein et al.,
2006, Toplak et al., 2021). Con esta informacion, decidimos confirmar la presencia de
KCNH1 a nivel de ARNm en células A549, provenientes de cancer de pulmoén de células no
pequefas. Observamos mediante ensayos de RT-PCR que las células A549 expresan KCNH1,
este resultado se alinea con los datos de la literatura, como los reportados por Luis et al.,
(2022) donde reportd altos niveles de expresién de KCNH1 en muestras tumorales y lineas
celulares a comparacidn de muestras normales. Lo que valida el uso de esta linea celular como

un modelo para el estudio de KCNHL1.

La actividad de los canales de potasio KCNHL1 esté relacionada con dos propiedades
celulares, la proliferacién y la migracion de células tumorales (Luis et al., 2022). Por ejemplo,
se ha revelado que al inhibir la expresion de KCNH1 mediante la transfeccién de un siARN
aumento la quimiosensibilidad y potencid el efecto citotoxico del cisplatino en las células de
cancer de ovario (Hui et al., 2015). De igual forma se han utilizado aislados proteicos
provenientes del veneno de tarantulas, anemonas, escorpiones que son selectivas al tejido
tumoral, reducen el nivel de expresion de Ki-67, se ha reportado que reduce la proliferacion,
migracion e invasion celular en el cancer de mama, endometrio, pancreas, aumenta el nivel de
expresion de factores proapoptoéticos pero algunas desventajas son algunos compuestos

provienen de especies peligrosas y su efecto es menor a comparacion de otras sustancias
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quimicas dirigidos a estos canales (Duefias et al., 2020; Moreels et al., 2017). Asimismo, se
ha observado que el silenciamiento de estos canales en el osteosarcoma disminuye la
expresion de diversas proteinas esenciales en la via STAT3-VEGF responsables de la
proliferacion y metastasis celular (Wu et al., 2015). También diversas investigaciones resaltan
la relacion entre la expresion de KCNHL1 y la supervivencia de los pacientes, por ejemplo, una
expresion elevada se asocia con el grado de malignidad, asi como con una menor probabilidad
de supervivencia en pacientes con cancer gastrico (Gao et al., 2022), cancer de mama (L. et
al., 2017), glioblastoma multiforme y metastasis cerebral (Martinez et al., 2015) por lo que

surge la necesidad imperiosa de la busqueda de nuevas moléculas inhibidoras de estos canales.

Actualmente en el campo de la oncologia, el reposicionamiento de farmacos ha tomado
relevancia, es la busqueda de nuevos usos de compuestos seguros y aprobados por la FDA
para otras enfermedades. Entre los beneficios a su favor se resalta la seguridad y conocimiento
profundo de estos compuestos, reduccion de los costos y el tiempo del desarrollo de un nuevo
farmaco. En este sentido, se ha propuesto el uso de agentes antiarritmicos como AD para el

tratamiento contra el cancer (Belur et al., 2018).

Respecto a la capacidad migratoria de las células A549, posterior al tratamiento con
AD y DEA no observamos un efecto significativo comparado con la condicién control. Los
investigadores liderados por Weng (2018) no observaron modificaciones en el nivel de a-
SMA en ceélulas A549, tanto a nivel de proteina como del ARNm. En estudios previos se
menciona que al utilizar 12.5 UM de DEA se observa una reduccién en la migracion por
muerte celular de aproximadamente del 50% de las células mientras que para DEA 7.5 uM se
observa un efecto inhibitorio menor de la migracién de la linea celular MDA-MB-231
(Ramadan, et al., 2024). Por otra parte, en células U-87 se observé una reduccidn significativa
del 81% aproximadamente en el numero de células que migraron (Steinberg et al., 2020). En
tal sentido, bajo lo referido anteriormente, ante la diversidad de posibles efectos y bajo
nuestras condiciones experimentales, observamos que la presencia de AD y DEA no afectaba

la capacidad migratoria de las células A549, resultado similar al de Weng y colaboradores.

En esta investigacion al evaluar la capacidad proliferativa de las células A549 en
presenciade AD 10 uM y DEA 2 uM, tras 3 ensayos independientes y el analisis de resultados,
se pudo encontrar que ambos tratamientos reducen significativamente la poblacion celular del
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20 % y aproximadamente del 25 % respectivamente respecto al grupo control. Estos hallazgos
estan en linea con investigaciones anteriores, como las de Ramadan (2024) en células MDA -
MB-231 se observo un efecto mayor en la reduccion de la viabilidad al utilizar DEA a dosis
méas bajas a comparacion de AD. Similarmente, Steinbeinber et al. (2020) mostr6 una
reduccion significativa de la tasa de proliferacion de células U-87 con 10 uM de AD del 18%.
También se ha reportado este mismo efecto en lineas celulares (U937 y MV411)
pertenecientes a leucemia mieloide aguda, con una reduccion de mas del 50 % de la poblacién
al utilizar 10 uM de AD (Ketchem, C. et al., 2018). Resulta relevante que la AD (de5a 10 p
no muestra una alteracion significativa en la integridad de astrocitos normales, presentando
un efecto selectivo sobre células tumorales (Kim et al., 2011). Por otra parte, en lineas
celulares de melanoma (B16-F19) y cancer de cuello uterino (HelLa), se observd una
disminucidn casi del 40% y 15 % respectivamente en la viabilidad celular al ser tratadas con
2.5 uM de DEA. Ademas, en células T24 se reportd una reduccion significativa a 48 h (Bognar
et al., 2017a, 2017b, 2020, 2018). Estos resultados son interesantes al evidenciar que la
disminucion en la poblacion celular es dependiente de la linea celular con la que se trabaja 'y
que el uso de DEA a dosis mas bajas a comparacién de AD podria minimizar los efectos

secundarios.

Con el fin de reforzar estas evidencias, decidimos evaluar el nivel de expresion del
ARNM que codifica para Ki-67, un marcador nuclear de la proliferacion celular, en la practica
clinica su expresion elevada se relaciona con mal prondstico (Li et al., 2015). En nuestro
trabajo no se observaron cambios significativos, esto puede explicarse por la presencia de
subpoblaciones con una mayor capacidad de proliferacion y supervivencia en la linea celular
A549 como lo sugiere Gao et al (2019).

Referente a observar si AD y DEA alteran el ciclo celular de las células A549, no
observamos cambios en los marcadores moleculares para ciclina B1 'y E1. En células Hela se
realizd6 un analisis del ciclo celular tras un tratamiento por 6 horas con
AD, donde aumentd significativamente el porcentaje de células en la fase G1y Sub-G1y una
disminucion en la fase S y G2/M. Ademas, de observarse una reduccion del ARNm que

codifica para ciclina D1 dependiente de la dosis (Chang et at., 2018).
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La reduccion que induce el tratamiento con AD y DEA en la capacidad proliferativa
se ha relacionado con su efecto principalmente en la apoptosis. Se ha reportado que DEA
produce la escision de caspasa-3 y PARP1 a comparacion con AD que solo inducen la
liberacion de proteina A2 requerida a alta temperatura (OMI), citocromo C y factor inductor
de la apoptosis (Ramadan et al., 2024). También se ha propuesto que la AD sensibiliza a
células tumorales a la apoptosis mediante una desregularizacion del influjo de calcio a través
de la membrana celular favoreciendo estrés crénico del reticulo endoplasmatico generando
una respuesta apoptética que involucra la sobreexpresién de CHOP y un aumento en la
transcripcion de DR5, fomentando la activacidn de otras vias apopt6ticas sin afectar a células
normales, lo que lo hace un prometedor coadyuvante para el tratamiento convencional del

cancer teniendo un efecto similar a la cafeina y digoxina (Chang et al., 2018; Kim et al., 2011).

Bognar et al., (2017a, 2018) realizaron un ensayo de anexina V en células T24 y HelLa
después de ser tratadas con DEA, observaron que el aumento del porcentaje de células en
apoptosis esta condicionado por el aumento de la concentracion de DEA (desde 5 a 15 puM),
ademas se evalud la expresion de caspasa-3, Bcl-2 y Bax, identificaron un aumento en la
relacion Bax/Bcl-2 y un aumento en la actividad de caspasa-3. La via intrinseca o mitocondrial
puede ser producida por el uso de tratamientos farmacologicos, entre otros factores. Donde
una reduccion de Bcl-2, favorece la introduccion de Bax/Bak en la membrana mitocondrial
produciendo la liberacién del citocromo C al citosol. El citocromo C se adhiere a Apaf-1y a
procaspasa-9 produciendo el apoptosoma. El apoptosoma activa a la caspasa 9 (caspasa
iniciadora) y posteriormente activa la caspasa 3 (caspasa ejecutora) que desencadena la
apoptosis (Jan, R. et al., 2019).

Las mitocondrias se consideran principalmente los centros productores de energia, en
el cancer existen alteraciones del ADN mitocondrial (mtDNA) lo que impulsa la
reprogramacion metabdlica, metastasis y resistencia a la quimioterapia (Guerra et al., 2017).
Se ha reportado anteriormente que el uso de AD protege a mitocondrias provenientes del
higado y tejidos cardiacos hasta una dosis 10 puM, mientras que DEA no mostré ninguna
proteccion (Varbiro et al., 2003), a pesar de esta diferencia, ambos farmacos se siguen
considerando candidatos prometedores. Alteracion en el potencial de membrana mitocondrial,

fragmentacion mitocondrial es un indicio de apoptosis temprana acompafiado de una
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disminucion significativa de ATP mitocondrial, lo que promueve una reducciéon de la

viabilidad y crecimiento celular (Ramadan, 2024).

A pesar de que los resultados son alentadores existen limitaciones en este estudio, por
lo que para validar completamente el potencial de AD y DEA como agentes terapéuticos para
el cancer de pulmon se necesitan mas ensayos in vitro e in vivo. Ademas de elucidar por

completo los mecanismos por los cuales median su efecto en la proliferacion y apoptosis.
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Figura 24. Diagrama de resultados obtenidos con el tratamiento de AD y DEA

9. CONCLUSIONES

1. Las células A549 expresan el ARNm del canal KCNHL1.
2. El tratamiento con AD y DEA no modifica la capacidad migratoria de la linea celular
A549.
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3. AD Yy DEA reducen la capacidad proliferativa de las células A549, reduciendo el nivel
de expresion del ARNm que codifica para la proteina anti-apoptotica Bcl-2 y

produciendo una clara tendencia al alza en la expresion de Bax.

4. AD y DEA induce apoptosis intrinseca, alterando la integridad mitocondrial de las
células A549.
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