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Resumen.

El siguiente trabajo analiza el efecto de la actividad de la enzima ACSL4 (Acil CoA sintetasa
4) sobre la progresion tumoral y su importancia. Se realizaron determinaciones de niveles de
proteinas y activacion de las vias de sefializacion (fosforilacion) por western blot y ensayos de
proliferacion celular (MTT) en modelos celulares de céncer colorrectal derivados de
adenocarcinoma (DLD-1, SW480, Caco-2) y metastasis pulmonar (T84).

Evaluando los resultados del Western blot se seleccionaron las lineas celulares de estudio para
el analisis del comportamiento del inhibidor de ACSL4, PRGL493 en DLD-1 y SW480 que
expresan ACSL4, COX-2 y 5-LOX de manera diferencial, estas enzimas metabolizan el 4cido
araquidonico (AA), que es un acido graso poliinsaturado, y juegan un papel directo en la
progresion tumoral y su actividad se asocia a con una menor supervivencia en pacientes con
cancer colorrectal.

Ademas, se evaluaron las vias de sefializacion WNT y mTOR, estas interactian
indirectamente con el metabolismo del acido araquidonico (AA), principalmente a través de la
regulacion de procesos celulares como la inflamacion, la proliferacion y la supervivencia
celular. La via WNT/B-catenina, junto con la senalizacion de COX-2/prostaglandina,
interactua en diversos canceres, promoviendo el crecimiento tumoral y la angiogénesis, y a su
vez afectan la acumulacion nuclear de B-catenina. La via mTOR, a través de la cascada
PI3K/Akt, también puede modular la expresion de componentes del metabolismo del AA, con
su metabolismo de lipidos puede ser un precursor del AA, que se libera de los fosfolipidos de
membrana y luego se metaboliza por enzimas como la ciclooxigenasa (COX) y la
lipoxigenasa (LOX) para producir eicosanoides, promoviendo el crecimiento tumoral.

Dado el rol fundamental de estos blancos moleculares en la proliferacion tumoral, se espera
que su inhibicion reduzca la capacidad proliferativa de las células en estas lineas. Los
experimentos realizados en este estudio demostraron que la combinacion del inhibidor de la
enzima ACSL4, PRGL493, con distintos farmacos que bloquean enzimas del metabolismo del
AA y de vias de senalizacion celular —como mTOR y B-catenina/ WNT— evidencia el papel
de ACSL4 en la posible regulacion de diversas rutas implicadas en la progresion tumoral. Esta
combinacion podria representar una estrategia efectiva para inhibir la proliferacion celular en
lineas de CCR.

Palabras clave: cancer colorrectal, ACSL4, Acido araquidonico, ciclooxigenasa 2,
lipooxigenasa 5, PGRL493, via mTOR, via WNT, DLD-1, Caco-2, T84, SW480,
progresion celular (MTT), western blot, progresion tumoral.
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1. Marco teorico
1.1 Anatomia del colon

El colon es una parte del intestino grueso que se extiende desde la union ileocecal hasta el
ano. Su funcion principal es la absorcion de agua y electrolitos de los alimentos parcialmente
digeridos, asi como la eliminaciéon de los residuos solidos. El colon se divide en varias
secciones, cada una con caracteristicas anatomicas y funcionales especificas. (Todd M.

Hoagland, PhD. et al, 2025)
1.1.1 Secciones del Colon

- Colon Ascendente: es la primera seccion del colon y se encuentra en la parte derecha de la
cavidad abdominal. Mide aproximadamente 15-20 cm de largo y se extiende desde el ciego

hasta el angulo hepatico.

- Colon Transverso: es la seccion mas larga del colon y se extiende desde el &ngulo hepatico
hasta el angulo esplénico. Esta suspendido por el mesocolon transverso y tiene una longitud

aproximada de 50 cm.

- Colon Descendente: se encuentra en la parte izquierda de la cavidad abdominal y se extiende
desde el angulo esplénico hasta la cresta iliaca. Tiene una longitud de aproximadamente 25-30

cm.

- Colon Sigmoide: es la seccion final del colon y se encuentra en la pelvis. Tiene forma de S 'y

se extiende desde la cresta iliaca hasta el recto.
Mesenterios del Colon

- Mesocolon Transverso: es un pliegue peritoneal que une el colon transverso con la pared

abdominal posterior.

- Mesocolon Sigmoide: es un pliegue peritoneal que une el colon sigmoide con la pared

abdominal posterior. (Todd M. Hoagland, PhD. et al, 2025)
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Anatomia del aparato digestivo inferior

Partes del colon

Colon sigmoide

Figura 1: Anatomia del aparato digestivo (gastrointestinal) inferior. Se observan el colon, el recto y el ano.
También se muestran otros oOrganos que forman parte del aparato digestivo (imagen izquierda). El colon
comprende el colon ascendente, el ciego, el colon transverso, el colon descendente, el colon sigmoide y el recto

(imagen derecha). (fuente: NCI. https://www.cancer.gov)

1.1.2 Anatomia Microscopica
La pared del colon estd compuesta por cuatro capas:

- La mucosa: es la capa mas interna del colon y estd compuesta por un epitelio columnar

simple que recubre la superficie luminal del colon.

- La submucosa: es una capa de tejido conectivo que se encuentra debajo de la mucosa y

contiene vasos sanguineos y nervios.

- La muscular propia: es una capa muscular que se encuentra debajo de la submucosa y esta

compuesta por musculos circulares y longitudinales.
- La serosa: es la capa més externa del colon y estd compuesta por un peritoneo visceral.

El colon es un organo complejo con una anatomia especifica que permite su funcion. Su
estructura histologica y anatomica es fundamental para entender su funcion y patologias

asociadas (Todd M. Hoagland, PhD. et al, 2025).
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1.2 Cancer colorrectal

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.
Seguin el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC) de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en el ano 2022, el 3* tipo de cancer mas frecuente fue el
colorrectal (1,9 millones de casos) y fue la 3* principal causa de muerte (900.000 decesos
aproximadamente). En Argentina, segun el CIIC, en el afio 2022, el cancer colorrectal (CCR)
fue el 2% tipo de cancer mas frecuente en ambos sexos y el 2% con mayor mortalidad (Morris
VK. etal, 2022) (Figura 2). El CCR es una enfermedad que se estima que aumentard en un

60% para el afio 2030 (Salim, H. et al., 2015).

Lung 2 480 675

Breast 2 296 840

Colorectum 1926 425

Prostate 1467 854

Stomach

Liver 866 136

Thyroid 821 214
Cervix uteri 662 301

Bladder 614 298

NHL 553 389
Oesophagus 511054
Pancreas 510992
Leukaemia 487 294
Kidney 434 840

Corpus uteri 420 368

T 1
0 1.0M 2.0M 3.0M 4.0M

Number (in millions)

Figura 2: Grafica de Incidencia de cancer para las principales localizaciones topograficas en varones y mujeres
estimadas por la IARC en 2022. Numero total de casos en millones (Ferlay J et al., 2024). (Imagen OMS: CCI.

Fuente: cancer today/ IARC — http.//gco.iarc.who.int/today Data version: Globocan 2022)

Los adenocarcinomas son particularmente significativos, ya que constituyen mas del 90% de

los casos de CCR. Estos tumores se desarrollan como lesiones malignas en las células


http://gco.iarc.who.int/today
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epiteliales glandulares del intestino grueso, que incluye el colon y el recto, y la mayoria de los
casos son esporadicos (60-65%), sin antecedentes familiares (He, L. et al., 2018). Se califica
en estadios, siendo el 0 de menor agresividad y 4 el de mayor agresividad tumoral. El
tratamiento para este tipo de cancer depende, en gran medida, del estadio en que se encuentra
(Figura 3). En pacientes con CCR en estadio 0, se encuentran células anormales en la capa
interna de la pared del colon, estas células pueden convertirse en cancerosas y extenderse a las
capas mas profundas de la pared del colon, el cancer de colon en estadio 0 también se llama
carcinoma localizado del colon, el tratamiento principal es generalmente la cirugia de
extirpacion del tumor y la quimioterapia se puede usar después de la cirugia, como
tratamiento adyuvante. En estadio 1 se extiende hacia la segunda o tercera capa de la pared
del colon, no hay cancer en los ganglios linfaticos cercanos ni fuera del colon. En estadio 2 el
cancer se extiende hacia la cuarta capa de la pared del colon o mas alld, como en el estadio 1
no hay céncer en los ganglios linfaticos cercanos ni fuera del colon. En cambio, en estadio 3
encontramos que el cancer se ha extendido desde el colon a los ganglios linfaticos cercanos o
hay metastasis tumorales. Las metastasis tumorales son pequefios tumores de la grasa que
rodea al colon y por ultimo, en estadio 4 se disemina fuera del colon, a ganglios linfaticos
cercanos, suele extenderse al higado o a los pulmones, estos son los tumores de mayor
agresividad y de peor pronostico, y la quimioterapia es el principal tratamiento. Los
regimenes que se usan incluyen diferentes drogas como 5-fluorouracilo (5-FU), oxaliplatino,
docetaxel, leucovorina, irinotecan (Morris V K. et al., 2022). También se combinan terapias
con anticuerpos anti VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) como bevacizumab, anti
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), cetuximabo (Morris V K. et al, 2022) y
radioterapia. En pacientes con altos niveles de inestabilidad de microsatélites en tumores se
usa inmunoterapia con pembrolizumab, nivolumab o dostarlimab (7akei, S. et al., 2022). Las
diferentes terapias y sus combinaciones mejoraron las expectativas de vida de pacientes, pero
debido a la progresion del tumor, el principal desafio para estos tratamientos es el desarrollo

de resistencia.
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Figura 3: Etapas del cancer de colon: Los estadios del cancer de colon van de 0 a 4. En el estadio 0, el cancer
solo afecta el interior del revestimiento del colon. A medida que el cancer se disemina, puede atravesar el colon
hacia zonas cercanas del cuerpo. El estadio 4 es el mas avanzado, implica la diseminacion a otros 6rganos, como
el higado 0 pulmones. (imagen:

https://www.mayoclinic.org/es/diseases-conditions/colon-cancer/diagnosis-treatment )

El proceso tumoral en colon de mayor frecuencia se inicia a partir de las mutaciones del gen
APC (Adenomatous Polyposis Coli) y continlia con la mutacioén de otros genes como KRAS,
TP53 y SMAD4 (Sun C. et al., 2022), denominado modelo de Vogelstein. Sin embargo, hay
tumores de colon de menor frecuencia que se originan a partir de mutaciones en el gen BRAF
e inestabilidad de microsatélites (Liu C. et al., 2021).

En estadios iniciales de la enfermedad, mutaciones en el gen APC producen cambios en la via
de sefializacion Wnt, asociada a la capacidad proliferativa de las células (Li H. et al., 2021).
Mutaciones en KRAS y sobreexpresion de COX-2 estan implicadas en la desregulacion de la
relacion VEGF/VEGFR, que resulta en el aumento de la proliferacién y migracion en células
asociadas a CCR (Jiang Y. et al, 2023). La descripcion de mecanismos asociados a la
progresion tumoral permite estudiar estrategias de tratamientos. Los estudios han establecido

una conexion entre la desregulacion de las vias de sefializacion y las alteraciones en el


https://www.mayoclinic.org/es/diseases-conditions/colon-cancer/diagnosis-treatment

Pagina 10 de 38

genotipo celular debido a genes mutados, que estan asociados con el desarrollo del CCR. Por
lo tanto, es crucial desarrollar estrategias farmacoldgicas que apunten a proteinas expresadas
en las etapas tempranas de la enfermedad y que estén involucradas en la tumorogénesis. En
este contexto, ACSL4 se expresa durante las primeras fases del desarrollo del CCR (Rahman,

M. etal, 2012).

1.3 Acil CoA Sintetasa 4 (ACSL4)

El 4cido araquidonico (AA) es un 4cido graso esencial y un componente principal de las
membranas bioldgicas, formando parte de lipidos complejos como los fosfolipidos. EI AA
esta formado por una cadena de 20 carbonos con cuatro dobles enlaces cis en las posiciones 5,
8, 11 y 14. Puede ser liberado de las membranas por la fosfolipasa A2 (PLA2), siendo el
sustrato comun de la sintesis de los eicosanoides, una familia de lipidos con un papel clave en
la fisiologia y fisiopatologia celular (Minekura H. et al., 2001; Hisanaga Y. et al., 2004). Las
células controlan rigurosamente los niveles de AA libre debido a su actividad biologicay a la
de sus metabolitos, los eicosanoides. De esta manera la disponibilidad de este acido graso es
con frecuencia un paso limitante de la velocidad en la generacion de eicosanoides (Cao Y. et
al., 2000). En contraste a lo observado para otros acidos grasos, los niveles de AA libre en el

citoplasma son bajos comparados con la cantidad de ésteres de este (Cao Y. et al., 2000).

La produccion de araquidonoil-CoA (AA-CoA) a partir de AA es catalizada por la ACSL4 y
requiere la utilizacién de una molécula de ATP. ACSL4 posee una fuerte preferencia por el
AA como sustrato. La reaccion catalizada por esta enzima involucra la formaciéon de un
intermediario AA-AMP y luego se produce el intercambio de AMP por CoA para producir
AA-CoA activado. De esta forma se activa el AA para que pueda participar en reacciones

metabolicas. En sintesis, los dos pasos de reaccion que se llevan a cabo son los siguientes:
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El gen que codifica a ACSL4 humana se encuentra en la region Xq22.3-q23 del cromosoma
X. Comprende una longitud de 90 kb y contiene 16 exones separados por 15 intrones (Figura

4) (Maloberti P. et al., 2005).

5 kb

MHH2 COODH

Figura 4. Estructura del gen de ACSL4. Se muestra un esquema del gen de ACSL4 humano. En rectangulos
negros numerados se esquematizan a los 16 exones del gen separado por intrones representados por lineas negras
horizontales. En la parte inferior se esquematiza el transcripto de la variante corta, en donde el rectangulo gris
indica la secuencia codificante con sus respectivos extremos amino y carboxilos terminales. En sus extremos las
lineas negras horizontales corresponden a las zonas 5" UTR y 3" UTR. A la derecha se indica una referencia de

longitud en kb. (Imagen adaptada de Minekura y col. 2001), (Maloberti P. et al., 2005).

La estructura tridimensional de ACSL4 de mamiferos aun no se ha podido caracterizar por
cristalografia. A través de la comparacion de la secuencia con una ACSL de origen bacteriano
cuya estructura ha sido determinada, se infiere que ACSL4 humana contiene un dominio
conservado que determina la especificidad de sustrato, el cual se conoce como “dominio
Gate” del AG (Minekura H. et al., 2001, Maloberti PM. et al., 2010).

ACSL4 es una proteina que se expresa preferencialmente en varios tejidos tales como
glandula adrenal, epididimo, cerebro, pulmén, ovario, placenta, y testiculos. Su abundancia es
notable en células esteroidogénicas (Kuwata H. & Hara S, 2019; Wieckowski MR. et al.,
2009; Seeger DR. et al., 2016). Por otro lado, es pobremente expresada en otros tejidos
adultos tales como mama, higado y tracto gastrointestinal en general. Se ha relacionado una
expresion anormal de ACSL4 en tejidos no esteroidogénicos con la tumorigénesis y el cancer
(Radif Y. et al., 2018).

En relacion a la ubicacion subcelular de la enzima, existen varios estudios que revelan que
ACSLA4 se encuentra enriquecida en subdominios especializados del reticulo endoplasmico
que mantienen un estrecho contacto fisico con las mitocondrias (Kiich EM. et al., 2013). Estos

subdominios se conocen como las membranas del reticulo endopldsmico asociadas a
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mitocondrias (MAMs) las cuales son importantes para el anabolismo de lipidos intracelulares
y la homeostasis del Ca*" (Khan WA. et al., 1995). Las MAMs estan altamente enriquecidas en
ACSL4 (McPhail LC. et al., 1954) y esta enzima ha sido descrita como un marcador
especifico de estas estructuras (Murakami K. et al., 1985). Sin embargo, existe también una
fuerte evidencia de que ACSL4 puede localizarse en otros sitios y organelas, dentro de estas
ubicaciones se encuentran los endosomas, los microsomas, los peroxisomas y la membrana

plasmatica (Khan WA. Et al., 1995; Nomura T. & Ogata H, 1976).

1.4 Rol de ACSL4 en el metabolismo de acido araquidonico

El AA cumple un papel importante como segundo mensajero, ya que puede mimetizar la
accion del agonista u hormona que desencadené su liberacion (Wada M. et al., 2007). Esta
accion puede ser directa (Klett EL et al., 2013; Klett EL. et al, 2017) o a través de sus
metabolitos, los eicosanoides. Estos ejercen un control complejo en una diversidad de
procesos fisiologicos. Los eicosanoides estdn relacionados a procesos inflamatorios,
reacciones alérgicas, autoinmunidad y céncer, ejerciendo sus efectos principalmente a nivel
local a través de la interaccion con receptores acoplados a proteina G en la superficie celular o

con receptores nucleares (Hisanaga Y. et al., 2004, Maloberti P. et al., 2006).

Las vias involucradas en la biosintesis de eicosanoides son complejas. Varias enzimas
encargadas de metabolizar el AA, tales como la fosfolipasa A2 (PLA2), ciclooxigenasa
(COX), lipoxigenasa (LOX) y citocromo P450 estdn involucradas en la sintesis de estos
compuestos (Duarte A. et al., 2012) (Figura 5). En general, el AA liberado después de la
activacion celular es metabolizado por COX o LOX, y luego el AA oxidado es convertido en
eicosanoides bioactivos por cada enzima eicosanoide sintasa terminal (Duarte A. et al., 2012)

(Figura 5).

A diferencia de la biosintesis de eicosanoides a través de la via PLA, mencionada
anteriormente, la regulacion de la liberacion de AA de las células esteroidogénicas puede
utilizar una via alternativa de liberacion de AA mediada por la via
ACSLA4-acil-CoA tioesterasa mitocondrial (ACOT2) en lugar de la via PLA , (Kuwata H. &
Hara S, 2019). En esta via alternativa, ACSL4 cataliza la conversion de AA libre intracelular

en AA-CoA y se la proporciona a ACOT2, que libera AA en las mitocondrias. El AA
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liberado, a su vez, es metabolizado por la via de la lipoxigenasa para inducir la proteina
reguladora aguda esteroidogénica (StAR) (Kuwata H. & Hara S, 2019). La proteina StAR es
una enzima limitante de la velocidad de la biosintesis de la hormona esteroide, que controla el
transporte de colesterol a la membrana mitocondrial interna, y la expresion de StAR estd

regulada por AA o sus metabolitos en estas células (Kuwata H. & Hara S, 2019).
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Figura 5. Rol de ACSL4 en la biosintesis de eicosanoides. En la figura se muestran un resumen de las vias de
sintesis del acido araquiddénico y sus principales metabolitos. Se sefialan las enzimas que participan. ACSL4:
acil-CoA sintetasa 4, COX: ciclooxigenasa, CYP: citocromo P450, EET: acidos epoxieicosatrienoicos, HETEs:
acidos hidroxi eicosatetraenoicos, LOX: lipoxigenasa, LT: leucotrienos, MAGL: monoacilglicerol lipasa, PG:

prostaglandinas, PLA2: fosfolipasa A2, TX: tromboxano. (Imagen adaptada de Hiroshi Kuwata et al. 2019).

Dado que ACSL4 juega un rol importante como regulador de los niveles de AA intracelulares
y la sintesis de eicosanoides, ACSL4 esterifica principalmente el AA en AA-CoA, reduciendo
los niveles intracelulares de AA libre, lo que contradice la necesidad de metabolitos de AA en
la tumorigénesis. El primer hallazgo novedoso es que ACSL4 regula la expresion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la produccion de prostaglandina en células MDA-MB-231(Reddy
DS. & Estes WA., 2016), su actividad impacta sobre las diferentes y amplias gamas de
funciones en las que los mismos estan involucrados.

ACSL4 en la esteroidogénesis y el metabolismo del AA juega un papel crucial. En este

mecanismo, AA-CoA es transportado a la mitocondria unido a la proteina DBI, proteina de


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipoxygenase
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union a acil CoA que se expresa en altas concentraciones en las células esteroidogénicas,
(Kolmer, M. et al., 1995, Gwynne, J.T. & B. Hess, 1980; Knudsen, J. et al., 1989) la proteina
DBI es ligando de traslocator protein TSPO, localizada en la membrana mitocondrial externa
(Papadopoulos, V. 1993; Papadopoulos, V., 1998, (Veenman, L. & M. Gavish, 2012). En la
mitocondria la enzima ACOT2 hidroliza el AA-CoA, liberando AA en el interior de la
mitocondria (Figura 6) (Maloberti, P. et al., 2005; Maloberti, P. et al., 2002, Castillo, A.F., et
al., 2006; Cornejo M. F, 2005).

Fostokpedos de Mermbrsna
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Figura 6. Modelo de liberacién de AA al interior de la mitocondria y su relacién con la esteroidogénesis.
Esquema tomado y modificado de “ACSL4” Maloberti PM., Castillo A.F.,, Orlando U., Podesta E.J. (2016).
Choi S. (eds) Encyclopedia of Signaling Molecules. Springer, New York, NY.

1.5 La Importancia de los metabolitos del AA en la tumorigénesis

Se ha establecido claramente que los metabolitos del AA estan involucrados en la
tumorigénesis (Prescott, S. M., & Fitzpatrick, F. A., 2000), y las enzimas que metabolizan este
acido graso poliinsaturado, como la COX-2 y la 5-LOX, juegan un papel directo en la
progresion tumoral (Okawa, T. et al., 2004, Jang, J. H. et al., 2021). Ademas, su actividad se
asocia con una menor supervivencia en pacientes con CCR (Sui, H. et al., 2011).

En este contexto, se ha determinado una fuerte correlacion entre el aumento de expresion de
COX-2 y mutaciones en APC (Kim, H. et al., 2013) y KRAS en adenomas colorrectales,

asociando esto a la progresion de adenomas a estadios mas agresivos de la enfermedad (Chen,
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Z. S. & Tiwari, A. K., 2011). Respecto a 5-LOX, se ha observado en modelos de céancer
pulmonar que mutaciones en KRAS no sélo estan asociadas al aumento de expresion de la
enzima sino también al aumento del receptor de su principal metabolito, LTB4 (Rius, M. et
al., 2008).

Resulta interesante explorar en qué condiciones las enzimas COX-2 y 5-LOX pueden ser
empleadas como blancos terapéuticos, dado que participan en diversos procesos relacionados

con la tumorigénesis.

1.6 Acido araquidonico y su importancia en el cancer colorrectal

El AA puede promover la metastasis y la invasion tumoral al ser precursor de prostaglandina
E2 (PGE2) a través de la enzima COX. La PGE2 induce la expansion de células madre
cancerosas mediante la activacion de Nf-kB y promueve la formacion de metastasis hepaticas
en ratones (Wang, D. et al., 2015). La COX-2 es una enzima clave en este proceso. Se ha
demostrado que COX-2 estd regulada positivamente en el cancer de colon y en varios otros
tipos de céancer (Jasperson, K. W. et al., 2010, Grady, W. M. & Carethers, J. M., 2008), y
multiples lineas de evidencia indican que es un paso temprano critico en la carcinogénesis de
colon, como se menciona en estudios previos (Jasperson, K. W. et al., 2010). Ademas, una
mutacion nula de COX-2 provocd una reduccion significativa en el tamafio y el nimero de
polipos en ratones mutantes APC, y el tratamiento con inhibidores especificos de COX-2
provocod una reduccion dependiente de la dosis en el numero y tamafo de los polipos
intestinales y colonicos en ratones mutantes APC.

Estos estudios en modelos animales sugieren fuertemente que la induccion de COX-2 es un
paso temprano en la carcinogénesis de colon. Ademas de la via COX-2, también se ha
demostrado que otras vias metabdlicas que utilizan AA como sustrato estdn asociadas con la
carcinogénesis.

La 5-lipooxigenasa (5-LOX) es una enzima clave en la via de los leucotrienos del AA. Su
actividad enzimadtica promueve la tumorigénesis, lo que sugiere que la inhibicion de 5-LOX
podria ser una estrategia efectiva para prevenir y tratar el cancer. La 5-LOX tiene efectos
protumorales, lo que significa que su actividad enziméatica puede promover el crecimiento y el
desarrollo del tumor. Por lo tanto, la inhibicion de la 5-LOX podria ser una forma de reducir

el crecimiento y el desarrollo del tumor (Xia Q. et al., 2024).
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En resumen, el metabolismo del AA juega un papel importante en la carcinogénesis del
cancer colorrectal, asi como COX-2, 5- LOX es una enzima clave en este proceso. La
inhibicion de la COX-2, 5- LOX y otras vias metabolicas que utilizan AA como sustrato

pueden ser estrategias terapéuticas prometedoras para el tratamiento del cancer colorrectal.

1.7 ACSL4 y cancer

En condiciones fisiologicamente normales, la enzima ACSL4 se expresa durante el desarrollo
fetal en la embriogénesis y morfogénesis del cerebro, apagando su expresion al nacimiento
(Lam, 1. H. et al., 2024, Wang, X. J.et al., 2003; Cao, Y. et al., 2000). Durante la adultez,
ACSLA4 se expresa principalmente en los tejidos esteroidogénicos (Tang, Y. et al., 2018).

Se ha identificado un mecanismo de regulacion de los niveles de AA en un compartimento
especifico de la célula, como es la mitocondria. En este mecanismo, la enzima marcapasos es
ACSLA4, que esterifica el AA para producir AA-CoA (Cao, Y. et al., 2001). En la mitocondria,
el AA-CoA es utilizado como sustrato por ACOT2, generando AA intramitocondrial (Cao, Y.
et al, 2001) para la produccion de eicosanoides (Dai, G. et al, 2022). Se sugiere que la
compartimentalizacion del AA en diferentes organelas podria ser un mecanismo para
controlar los niveles de este acido graso y su metabolizacion por las enzimas COX-2
(Monaco, M. E. et al., 2010) y 5-LOX, esta ultima implicada en la regulacién de la
esteroidogénesis (Dai, G. et al., 2022). Sin embargo, el aumento de expresion de la enzima
ACSLA4 en tejidos no esteroidogénicos se relaciona con la desregulacion del metabolismo
lipidico y la progresion tumoral en cancer de mama, prostata, hepatocelular y colon (Masters
JR., 2012).

ACSL4 activa acidos grasos de cadena larga para iniciar una serie de vias metabolicas
lipidicas intracelulares (Kuwata H. & Hara S., 2019, Rossi Sebastiano M. & Konstantinidou
G., 2019). Las evidencias emergentes mostraron que la expresion desregulada de ACSL4
estaba estrechamente asociada con varias enfermedades y especialmente con canceres (Rossi
Sebastiano M. & Konstantinidou G., 2019; Dattilo MA. et al., 2019; Orlando UD. et al.,
2019). Los mecanismos de participacion de ACSL4 en el desarrollo tumoral pueden incluir
vias dependientes del hierro, no apoptoticas y de muerte celular (Doll S. et al., 2017),
resistencia a farmacos (Orlando UD. et al, 2019), tumorigénesis dependiente del AA
(Orlando UD. et al., 2012), produccion de esteroides (Wang W. et al., 2019) y activacion de
vias de sefializacion procancer (Wu X. et al., 2015). De hecho, el valor predictivo de ACSL4
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en varios canceres ha sido revelado por un analisis de multiples bases de datos (Yu Y. et al.,
2022). Especificamente, ACSL4 esta correlacionado positivamente con la infiltracion inmune
en el microambiente tumoral, que estd intensamente relacionado con el prondstico en el
carcinoma invasivo de mama y el melanoma cutaneo de la piel. Existe relacion entre ACSL4
y diferentes tipos de cancer. En cancer de pulmon, la baja expresion de ACSL4 tiene un mal
prondstico en el adenocarcinoma de pulmoén (Zhang Y. et al., 2021). En CCR, la linea celular
mutante KRAS muestra una regulacion positiva significativa de ACSL4 (Park S. et al., 2018),
en carcinoma hepatocelular (CHC) los tiempos de supervivencia global y supervivencia libre
de enfermedad de pacientes con CHC con alta expresion de ACSL4 se acortan
significativamente (Calvisi DF. Et al., 2011; Matter MS. et al., 2014; Wang J. et al., 2020). En
cancer de cuello uterino, la alta expresion de ACSL4 promueve la sensibilidad de las células
del cancer cervical a la quimioterapia (Xiaofei J. et al., 2021), y en cancer de prostata la
regulacion negativa de ACSL4 inhibe la proliferacion, migracion, invasion y crecimiento de
células de cancer de prostata no dependientes de receptor de androgeno (Baron A. et al., 2004,

Currie E. et al., 2013).

1.8 ACSL4y CCR

Las lineas celulares tumorales de CCR presentan una expresion significativamente mayor de
ACSL4 en comparacion con las lineas celulares epiteliales normales del colon (Orlando, U.
D.etal, 2019).

Ademads, en muestras de polipos de pacientes, se ha observado que la expresion de ACSL4
aumenta durante la transicion de adenoma a adenocarcinoma, mostrando una correlacion
directa con la expresion de COX-2. Esta relacion sugiere una conexion entre la
sobreexpresion de ACSL4 y la carcinogénesis colorrectal (Nguyen, H. T. & Duong, H. Q,
2018). Estudios previos también predicen que una mayor expresion de ACSL4 se asocia con
una menor sobrevida en pacientes con CCR (Harizi H. et al., 2008).

Se ha demostrado que ACSL4 modula la expresion del receptor VEGFR en CCR, y su
manipulacion en células HCT116 influye en la proliferacion e invasion celular, lo que vincula
a ACSL4 con la progresion tumoral (Lengauer C., etal., 1997). En términos de regulacion y
respuesta terapéutica, las células de CCR con mutaciones en KRAS presentan niveles
elevados de ACSL4, y su inhibicién ha demostrado mejorar la eficacia de los tratamientos en

estas células (Issa JP, 2004).



Pagina 18 de 38

El andlisis sistematico y el experimento in vitro confirmaron que la alta expresion de ACSL4
predijo un peor prondstico en el CCR y la regulacion negativa de ACSL4 podria reducir la
proliferaciéon e invasion celular (Chen WC. et al, 2016). A diferencia de los roles
parcialmente positivos de ACSL4 en el cancer de mama, una mayor expresion de ACSL4
resultd en la proliferacion y migracion de células de CCR acompafiada de un tiempo de
supervivencia mas corto en pacientes con cancer colorrectal (Sdnchez-Martinez R. et al.,
2017).

En este contexto, resulta fundamental investigar si la sobreexpresion de ACSLA4, a través de la
regulacion de diversos mecanismos moleculares, contribuye a aumentar la agresividad celular
al modificar el fenotipo del CCR. Ademas, es crucial evaluar como eventos tempranos, como
las mutaciones, y tardios, como los tratamientos antitumorales, pueden influir en la expresion

de esta enzima.
1.9 Lineas celulares

Las lineas celulares son herramientas invaluables en la investigacion biomédica y tienen la
capacidad ser utilizadas para el estudio de drogas debido a que diferentes modelos celulares
de CCR tienen modificaciones genéticas que se encuentran en muestras de paciente. Se ha
determinado que lineas celulares provenientes de pacientes con CCR, tienen mutados
oncogenes clave como APC (Adenomatous Polyposis Coli), KRAS (KRAS Proto-Oncogene),
TP53 (Tumor Protein P53), PIK3CA (Phosphoinositide-3-Kinase, Catalytic, Alpha
Polypeptide) y detectado estabilidad e inestabilidad microsatelital (MSE y MSI,
respectivamente). Diferentes estudios proporcionaron caracteristicas moleculares detalladas
de un gran numero de lineas celulares de cancer de colon, facilitando la seleccion de modelos

in vitro adecuados para la investigacion (Liu Y & Bodmer WFE, 2006).

Recolectamos la informacion relevante de las lineas celulares de cancer de colon, de nuestro
interés para este trabajo, En la tabla 1 son clasificadas por las vias moleculares CIN
(Inestabilidad Cromosomica), MSI (Inestabilidad de Microsatélites) y CIMP (Fenotipo con
Metilacion de Islas CpG), y el estado de mutacion de genes criticos para el cancer. Estas seran
sometidas a diferentes desafios con el inhibidor de ACSL4 (PGRL493) y distintos farmacos
como ibuprofeno, zileuton, XVA939 y rapamicina, seleccionados en funcién de sus

caracteristicas particulares (Ahmed, D. et al., 2013).



Pagina 19 de 38

1.9.1. Caracteristicas generales de las lineas celulares

T84 es una linea celular adherente derivada de la metéstasis pulmonar de un paciente con
carcinoma de colon. Esta linea celular es trasplantable y se utiliza ampliamente en la
investigacion del cancer de colon. Estas células crecen en monocapas confluentes que
presentan uniones estrechas y desmosomas entre células adyacentes, lo que las hace utiles en

la investigacion gastrointestinal.

Caco-2 es una linea celular adherente aislada de tejido de colon derivado de un paciente con
adenocarcinoma colorrectal. Estas células expresan caracteristicas de diferenciacion
enterocitica tras la confluencia y son una linea cominmente utilizada para imitar el intestino
delgado en el sistema gastrointestinal (GI). Las células Caco-2 se utilizan en diversas areas de

investigacion, como la transfeccion viral, el transporte de fArmacos y la inflamacion.

DLD-1 es una linea celular de adenocarcinoma colorrectal aislada del intestino grueso de un

paciente con adenocarcinoma de colon y puede utilizarse en la investigacion del cancer.

SW480 aisladas del intestino grueso de un paciente con CCR Dukes C y que pueden utilizarse

en la investigacion del céncer.

ATCC Number: CCL-248
ATCC Number: CCL-228 Designation: T84
Designation: SW 480

Low Density Scale Bar= 100pm High Density Scale Bar= 100ym

5. - ~ i
Low Densiy Scale Bar= 100um
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ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco-2 Low Density High Density
Scale Bar = 100um Scale Bar = 100um
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Figura 7. Lineas celulares de CCR. Imagenes microscopicas obtenidas de ATCC de las lineas de CCR
utilizadas en este trabajo. Las imagenes muestran a cada linea celular sembrada en baja densidad (izquierda) y en

alta densidad (derecha) respectivamente.

Lineas MSI CIMP CIMP CIN KRAS | BRAF | PIK3CA | PTEN TP53
celulares Status
Panel 1 | Panel 2
SW480 MSI + + - G13D WT E545K WT S241F
D549N
DLD-1 MSS + + + WT V600E P449T WT R273H
CACO-2 MSS - - + Gl12v WT WT WT R273H
P309S
T84 MSS .? ? o? G13D WT WT o? $?

(CIN= Via de inestabilidad cromosémica; MSI= Microsatélites de inestabilidad; MSS; Microsatélite estable; CIMP=

Fenotipo metilador de isla CpG; WT= Tipo silvestre)

Tabla 1. Lineas celulares de cancer de colon clasificadas por las vias moleculares CIN, MSI y CIMP, y el estado
de mutacion de genes criticos para el cancer. (dhmed, D., Eide, P. W, Eilertsen, I. A., Danielsen, S. A., Eknces,

M., Hektoen, M., Lind, G. E., Lothe, R. A. (2013).)

2. Objetivos
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v Estudiar la expresion diferencial de proteinas asociadas al metabolismo del AA como
ACSL4, COX-2y 5-LOX en células de CCR.
v Analizar la activacion de las vias de sefializacion mTOR y WNT en las diferentes lineas
celulares de CCR.
v/ Evaluar la respuesta de células tumorales a inhibidores de la actividad de ACSL4, COX-2 y 5-LOX.
v Analizar el efecto de inhibidores de las vias de sefializacion celular mTOR y WNT sobre modelos
celulares de CCR.

v/ Estudiar la combinacién de inhibidores y su efecto sobre la proliferacion celular

3. Materiales
3.1 Reactivos generales

3.1.1 Medios de cultivo y soluciones de uso frecuente

Todos los cultivos de células humanas se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humidificada
conteniendo 5% de CO2. El SFB (Fetal Bovine Serum de Gibco™.) fue inactivado previo a
su utilizacion por calor a 56°C. Los pasajes celulares se realizaron con tripsina-EDTA 1X.
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, High Glucose without L-Glutamine de
Sartorius.) alta glucosa (1 litro): 13,4 g de Dulbecco’s modified Eagle médium alta glucosa; 2
g de NaHCO3.

DMEM alta glucosa completo: 10%SFB; 10%penicilina-estreptomicina; DMEM alta glucosa

para un volumen final de 1 litro

3.1.2 Soluciones amortiguadoras generales

e TBS (Solucion amortiguadora salino de Tris) para 1 litro: 20 ml Tris-HCl 1M pH 7,4;
29,22 g NaCl.

e TTBS para 1 litro: 1 litro de TBS; Tween-200, 5%.

e PBS 10X (pH 7.4, el cual se diluye para su uso a 1X con agua destilada para 1 litro): 8
g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na2HPO4; 0,24gKH2PO4.

3.2 Cultivos celulares
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En funcién de la informacion relevante que recolectamos de cada una de las lineas celulares
DLD-1, Caco-2, SW480 (provenientes de tumor primario de CCR) y T84 (metastasis de
pulmoén proveniente de tumor primario de CCR), se seleccionaron para nuestros disefios de
estudio con PGRL493 inhibidor de la enzima ACSL4 (Castillo, A. Fet al, 2021), ibuprofeno
(droga antiinflamatorio), para inhibir la actividad de COX-2, zileuton (droga que se utiliza en
tratamiento de asma), para inhibir 5-LOX, rapamicina inhibidor via mTOR, XAV-939
inhibidor via B-catenina/Wnt. Determinamos la concentracion minima efectiva de droga para
producir inhibicidon en la proliferacion celular, para luego poder realizar las combinaciones

entre las mismas.

4. Metodologia general
4.1 Analisis de proteinas
Cuantificacion de proteinas

La cantidad de proteinas totales fue determinada por el método de Bradford (Bradford MM.
Anal Biochem. 1976), usando BSA como estdndar. El método de Bradford es ampliamente
utilizado en bioquimica y biologia molecular para determinar la concentracion de proteinas en
muestras bioldgicas. Es un método rapido y sensible que requiere una cantidad minima de
muestras. Esta técnica se basa en la union del colorante Coomassie Blue G250 a las proteinas.
Donde la cantidad de proteina es proporcional a la coloracion resultante. Aunque el colorante
libre puede existir en cuatro formas idnicas diferentes (cuyos valores de pKa son 1.15, 1.82y
12.4), las tres formas cargadas que predominan en la solucion acidificada del ensayo son las
formas catidnicas roja y verde tienen una absorbancia maxima a 470 nm y 650 nm
respectivamente. En contraste, la forma mas anidnica del colorante, que se une a las proteinas,
tiene una absorbancia maxima a 590 nm. Asi la cantidad de proteina puede ser estimada si se
determina la cantidad de colorante obtenido en su forma i6nica azul. Esto se logra usualmente
midiendo la absorbancia de la solucion a 595 nm. (Bradford MM. Anal Biochem. 1976)

En principio procedimos en la preparacion del reactivo de Bradford disolviendo 100 mg de
Coomassie Brilliant Blue G-250 en 50 ml de etanol al 95% mas 100 ml de acido fosforico al
85% y se diluyod en 1 litro con agua destilada, seguimos con la curva de calibracion, primero

se prepard la solucion de trabajo de BSA (concentracion final: 100 pg/mL) haciendo una
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dilucion 1:10 de la solucion stock de BSA 1 mg/mL. A partir de la solucion de trabajo de
BSA (100 pg/mL), se prepard directamente en la microplaca las diluciones para la curva de
calibracion de acuerdo con lo indicado en la Tabla 2. Cada punto debe realizarse por
duplicado. A continuacion, para el analisis de muestra agregamos una dilucion 1:10 de cada
muestra en la multiplaca por duplicado. Y por tltimo se realiz6 la medicion de la absorbancia

a 595 nm utilizando un espectrofotdmetro.

L ol ooamlinbs ramecs S of el
faraal = 100 bl

mg/ml BSA 0,4 0,3 0,2 0,1 0,05
puL de solucién 40 30 20 10 5
de trabajo de
BSA 100ug/ml
L de agua 60 70 80 90 95
bidestilada

Tabla 2: Diluciones de la solucion de trabajo para construir la curva de calibracion.

4.2 Western blot

Los cultivos celulares se lavaron con PBS, se levantaron en buffer RIPA y se centrifugaron a
5000 g durante 10 minutos. La lisis proteica total (30 pg) se separara en SDS-PAGE, y se
transferird a membranas de fluoruro de polivinilideno. Luego se incubd con BSA o leche en
polvo sin grasa al 1% en NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) y Tween al 0,5% 20
durante 60 minutos a temperatura ambiente, con agitacion suave. Las membranas se
enjuagaron dos veces en NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) y Tween 20 al 0,5% y se
incubaron durante la noche a 4 °C con las siguientes diluciones de anticuerpos primarios:
1:1000 anti-ACSL4 (Santa Cruz Biotechnology), 1:1000 anti-COX-2 (Abcam), 1: 1000
anti-5-LOX (Abcam), 1: 3000 anti-B-tubulina, 1:500 anti-PRS6 (anti- S6 phospho ribosomal)
(Origene), 1:1000 anti-B-catenina (Cell Signaling). Los anticuerpos unidos se desarrollaron

por incubacion con anticuerpos secundarios 1:5000 de cabra anti-conejo (BioRad) (para
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anti-COX-2, anti-5-LOX), 1:3000 de cabra anti-conejo (BioRad) (para anti-B-catenina),
1:1000 de cabra anti-conejo (BioRad) (para anti- PRS6) y 1:5000 de cabra anti-raton
(BioRad) (para anti-ACSL4, anti-B-tubulina) horseradish peroxidase-conjugated y detectado

por quimioluminiscencia.

4.3 Ensayo de proliferacion celular (Ensayo MTT)

La proliferacion celular se realizd6 mediante el ensayo de reduccion del MTT. Las células se
sembraron en placas de 96 pocillos, en una densidad de 4000 células/pocillo en medio
completo. Luego de 24 horas se retird el medio con suero y se las dejé incubando en DMEM
sin SFB, con el objetivo de sincronizar el ciclo celular. Después de 24 horas se realizaron los
tratamientos correspondientes en medio completo y las células se cultivaron 48 horas mas.
Pasado el tiempo se agreg6 una solucion de MTT (5 pg/ml de MTT en PBS 1x) al medio de
cultivo, que sera metabolizado en aquellas células que aun conservan funcionalidad
mitocondrial. Se incubaron durante 2:30 horas a 37 °C en atmoésfera henificada con 5% CO2.
Los cristales que forman se disolvieron con 200ul DMSO, para disolver de forma completa
estos cristales, las placas se agitaron vigorosamente durante 15 minutos. La absorbancia fue
medida a 570 nm en un lector de microplacas. (multidetecction microplate reader, Synergy

HT, Biotek (Winooski, Vermont,USA)).

4.4 Tincion de ADN con fluorocromo DAPI (Clorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol).
Identificacion de mycoplasma en cultivos celulares.

Primero, se cultivan las células en un cubreobjetos (sin alcanzar la confluencia, ya que es mas
facil detectar mycoplasmas si no se cultivan hasta dicha confluencia) se fijan las células, se
permeabilizan las células de ser necesario, se lavan 2 a 3 veces con PBS, luego se tifien
afiadiendo la solucion DAPI 300 nM y se deja incubar durante un corto periodo de 1 a 5
minutos en oscuridad. El DAPI se une al surco menor del ADN bicatenario, en regiones ricas
en pares de bases A-T. Finalizada la incubacion, se agreg6 formaldehido dejandolo actuar por
10 minutos, esta solucion se descarta y se vuelve a lavar la muestra 2 a 3 veces con PBS. Por

ultimo, se visualiza el ADN bajo un microscopio de fluorescencia, donde se excita por luz
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ultravioleta, el complejo DAPI-ADN que emite fluorescencia azul brillante, permitiendo asi

su deteccion.

5. Discusion de resultados.
5.1 Resultados de la deteccion de mycoplasma por método de tincion DAPI

La deteccion de mycoplasma es de gran importancia, ya que en nuestro trabajo se emplearon
cultivos celulares, y uno de los problemas més comunes que afecta todos los aspectos de este
tipo de cultivos es la contaminacion por otros microorganismos. En particular, la
contaminacion por mycoplasmas resulta especialmente preocupante, pues es dificil de detectar
y suele pasar inadvertida, aunque puede alterar de manera significativa las funciones
celulares.

Los mycoplasmas son procariotas muy pequeias y de vida libre (0,2-0,4 um) que carecen de
pared celular, lo que imposibilita su deteccion a simple vista o incluso al microscopio.
Ademas, no causan turbidez en los medios de cultivo celular, la cual suele acompafiar a otros
tipos de contaminacion de los cultivos celulares. Y lo que es mas importante, la infeccion por
mycoplasmas generalmente no produce muerte celular observable. En consecuencia, pueden
proliferar y pasar desapercibidos en placas de cultivo celular durante un largo periodo, lo que
constituye un obstadculo importante para la realizacion de experimentos in vitro fiables y
precisos. Ademas, los mycoplasmas no son susceptibles a los antibidticos cominmente
utilizados en cultivos celulares. Por lo tanto, es imperativo que las lineas celulares se analicen
mensualmente para detectar la presencia de mycoplasma con un método sensible y fiable.

Del ensayo con el método de tincion DAPI obtuvimos imagenes del microscopio de
fluorescencia para la linea celular Caco-2 (Figura 7), para la linea celular T-84 (Figura 8) y

para la linea celular SW480 (Figura 9), en las cuales no se observo presencia de mycoplasma.
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Figura 7: Imagen tomada del microscopio de fluorescencia de la linea celular Caco -2

Figura 9: Imagen tomada del microscopio de fluorescencia de la linea celular SW480.

5.2 Analisis de Western blot
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Se analizé la expresion de proteinas asociadas al metabolismo del AA, incluyendo ACSLA4,
COX-2 y 5-LOX (Figura 10A) y la activacion de las vias WNT/B-catenina y mTOR, mediante
la determinacion de los niveles de B-catenina y de la fosforilacion de la proteina ribosomal S6
(Figura 10B). El estudio se llevd a cabo en lineas celulares de CCR derivadas de
adenocarcinoma (DLD-1, SW480 y Caco-2) y de metéstasis pulmonar (T84).

La proteina B-catenina forma parte del complejo que activa la via WNT/B-catenina,
translocandose al nucleo para regular la expresion de genes relacionados con la proliferacion
celular. En paralelo, la proteina ribosomal S6 es fosforilada por la quinasa S6K, la cual es
activada por el complejo mTOR; este proceso es esencial para la activacion de la via y
promueve la expresion de genes asociados a la progresion tumoral.

Los resultados obtenidos muestran que ACSL4 se expresa en las cuatro lineas celulares,
aunque con niveles diferenciales: la mayor expresion se observo en SW480, seguida por
Caco-2, T84 y DLD-1. En cuanto a COX-2, su expresion se detectd Uinicamente en las lineas
Caco-2 y DLD-1, mientras que estd ausente en T84 y SW480. Respecto a 5-LOX, las lineas
SW480 y Caco-2 mostraron niveles de expresion comparables, mientras que en DLD-1 la
expresion fue menor y en T84 resultod practicamente indetectable (Figura 10A).

El andlisis de B-catenina sugiere una activacion diferencial de la via WNT entre las lineas
estudiadas: SW480 presentd los niveles mas elevados, seguida de Caco-2; en DLD-1 la
expresion fue marcadamente inferior y en T84 apenas detectable. La deteccion de S6
ribosomal fosforilada evidencié una alta activacién de la via mTOR en DLD-1, seguida por
Caco-2. La linea SW480 mostr6 una expresion menor que estas dos, pero superior a la
observada en T84 (Figura 10B).

Finalmente, la expresion de B-tubulina, utilizada como control de carga, se detectd en todas
las lineas celulares, confirmando la correcta ejecucion del protocolo experimental y la eficacia
de los anticuerpos en la deteccion de las proteinas analizadas.

En conjunto, la caracterizacion de estas proteinas en las lineas T84, DLD-1, SW480 y Caco-2
respalda su uso como modelos adecuados para evaluar el efecto y la eficacia de inhibidores
dirigidos a ACSL4, COX-2 y 5-LOX, asi como a las vias WNT y mTOR. Dado el rol
fundamental de estos blancos moleculares en la proliferacion tumoral, se espera que su

inhibicion reduce la capacidad proliferativa de las células en estas lineas.



Pagina 28 de 38
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Figura 10. Imagenes de western blot para las lineas celulares T84, SW480, DLD-1 y Caco-2, donde se muestra
la expresion diferencial de las proteinas ACSL4, COX-2, 5-LOX (A), y B-catenina, phospho-S6 Ribosomal (B) y

la B-tubulina como control de carga para la normalizacion.
5.3 Analisis de curva dosis-respuesta

En este estudio se evalu6 la proliferacion celular en las lineas derivadas de adenocarcinoma
de colon DLD-1 y SW480, seleccionadas debido a su expresion diferencial de la enzima
ACSLA4. Con el objetivo de analizar la actividad del inhibidor de ACSL4 PRGL493 sobre la
capacidad proliferativa de estas células tumorales, ambas lineas fueron tratadas con diferentes
concentraciones del compuesto (1.25, 2.5, 5, 10 y 20 uM) durante 72 horas. La proliferacion
celular se determind mediante un ensayo estandar, y los valores de ICso (concentracion
inhibitoria media) se estimaron a partir de curvas de dosis—respuesta (Figura 11).

Los resultados obtenidos muestran valores de ICso de 15,99 uM para DLD-1y 11,80 uM para
SW480, indicando que SW480 presenta una mayor sensibilidad al inhibidor. Esta diferencia
podria asociarse a los niveles mas elevados de ACSL4 previamente observados en esta linea

celular.
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Figura 11: Grafico dosis- respuesta para PRGL493, un inhibidor de ACSL4, el cual inhibe diferencialmente la
proliferacion de células CCR DLD-1 y SW480.

5.4 Analisis de proliferacion celular frente a diferentes combinaciones de farmacos.

Se evalud el efecto inhibitorio de diferentes combinaciones farmacoldgicas sobre la
proliferacion de las lineas celulares DLD-1 y SW480. Con base en los resultados mostrados
en la Figura 10A, se selecciono la linea DLD-1, caracterizada por la coexpresion de ACSL4 y
COX-2, para su tratamiento con concentraciones submaximas de PRGL493 (5 uM; inhibidor
de la actividad de ACSL4) e ibuprofeno (300 uM; inhibidor de la actividad de COX-2). En
paralelo, la linea SW480, que expresa ACSL4 y 5-LOX, fue tratada con PRGL493 (5 uM) y
zileutéon (250 pM; inhibidor de 5-LOX), tanto en forma individual como combinada. La
inhibicidn farmacolédgica simultanea de ACSL4, COX-2 y 5-LOX se presenta en la Figura 13.
En las células DLD-1, el tratamiento combinado con PRGL493 e ibuprofeno produjo una
disminucion significativamente mayor de la proliferacion en comparacion con los

tratamientos individuales, evidenciando un efecto sinérgico. Un comportamiento equivalente
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se observo en las células SW480 tratadas con PRGL493 y zileutén en concentraciones
submaximas. Todos los ensayos se realizaron durante un periodo de incubacion de 72 horas.

Como se observa en la Figura 10B, las vias WNT/B-catenina y mTOR presentan patrones de
activacion diferencial entre ambas lineas celulares. En funcion de estos resultados, se evalud
la inhibicion de la proliferacion celular mediante el tratamiento con sus inhibidores
especificos: rapamicina (10 nM), dirigida a la via mTOR, y XVA939 (1.25 uM), inhibidor de
la via WNT/B-catenina, aplicados de manera individual y en combinacion con PRGL493. Los
graficos de la Figura 14 ilustran el efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular bajo los
distintos esquemas de tratamiento con PRGL493, rapamicina y XVA939, permitiendo un
analisis comparativo de la eficacia de cada agente y de sus combinaciones. Los resultados
obtenidos muestran variaciones en el grado de inhibicidon proliferativa dependiendo del
inhibidor empleado y de las combinaciones evaluadas. En la linea celular DLD-1, la
combinacion PRGL493 con rapamicina produjo una disminucidon significativa de la
proliferacion respecto a los tratamientos individuales, evidenciando un efecto sinérgico. Sin
embargo, esta sinergia no se observd en la combinacion PRGL493 con XVA939, donde la
inhibicidn no difirid significativamente del efecto individual de cada compuesto. En contraste,
en la linea SW480, la combinacion PRGL493 con rapamicina generd una inhibicion de la
proliferacion, seguida por PRGL493 con XVA939, ambas significativas. No obstante, en esta

linea celular no se detectd un efecto sinérgico en la inhibicion del crecimiento.

5.4.1 Efectividad de las Combinaciones de Farmacos

Las combinaciones de PGRL493 (5 uM) con ibuprofeno (300 uM) y PGRL493 (5 uM) con
zileuton (250 uM) demostraron una eficacia significativa en las lineas celulares analizadas,
evidenciando un efecto sinérgico en la inhibicion de la proliferacion celular. En contraste, la
combinacion de PGRL493 (5 uM) con rapamicina (10 nM) indujo un efecto sinérgico en la
linea celular DLD-1, pero no en SW480. Por ultimo, la combinacién de PGRL493 (5 uM) con
XVA939 (1.25 uM) resultd eficaz exclusivamente en la linea DLD-1, sin embargo, no se

observé un efecto sinérgico en este caso.
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Figura 13: Graficos de resultados de proliferacion celular para las lineas celulares SW480 y DLD-1 en presencia
del inhibidor de ACSL4 PRGL493 (5 uM), el inhibidor de COX-2 ibuprofeno (300 uM) y el inhibidor de 5-LOX
zileuton (250 uM). La proliferacion celular se determind mediante un ensayo estandar. Los datos representan la

media + DE. El andlisis estadistico compara los tratamientos individuales con los dobles: ***p < 0,001
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Figura 14: Graficos de resultados de proliferacion célular para las lineas celulares SW480 y DLD-1 en presencia
de distintas drogas, PRGL493 5 pM, rapamicina 10Nm, XVA939 1,25 uM, ibuprofeno 300 uM y zileuton 250
UM, combinados ¢ individuales. La proliferacion celular se determind mediante un ensayo estandar. Los datos
representan la media + DE. El analisis estadistico compara los tratamientos individuales con los tratamientos
dobles: **p < 0,01, ***p <0,001.

6. Conclusiones

Los experimentos realizados en este estudio demostraron que la combinacion del inhibidor de
la enzima ACSL4, PRGL493, con distintos farmacos que bloquean enzimas del metabolismo
del AA y de vias de sefalizacion celular —como mTOR y B-catenina/WNT— evidencia el
papel de ACSL4 en la posible regulacion de diversas rutas implicadas en la progresion
tumoral. Esta combinacion podria representar una estrategia efectiva para inhibir la
proliferacion celular en lineas de CCR.

Los resultados mostraron que la administracion conjunta de PRGL493 con ibuprofeno,
zileuton, rapamicina y XVA939 redujo de manera significativa la proliferacion celular en las
lineas DLD-1 y SW480. Estos hallazgos sugieren que la inhibicion simultdnea de multiples
vias de senalizacién podria constituir una estrategia terapéutica prometedora para el
tratamiento del CCR. Asimismo, los resultados obtenidos proporcionan una base solida para
futuras investigaciones orientadas a evaluar la eficacia y seguridad de estas combinaciones
farmacoldgicas en modelos in vivo y en ensayos clinicos.
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