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RESUMEN

En nuestro Laboratorio hemos logrado implantar un modelo de Co-Cultivo compuesto por
Hs 578Bst (HTB-125 epitelial sana) y Hs 578T (HTB-126 epitelial tumoral triple negativo,
ATCC® No. TCP-1002TM, derivada de un carcinoma mamario). Este modelo de células en
colonizacién activa que hemos disefiado nos ha permitido evidenciar cémo puede afectar
el pH en la fortaleza de la matriz extracelular y ver la respuesta variable del Ascorbato de
Potasio con Ribosa y del Ribosato de Potasio sobre éste, demostrando la indiscutible la
importancia de mantener el pH alcalinizado mediante el uso del exceso de bicarbonato de
potasio de nuestras formulaciones para combatir a la linea celular HTB126 triple negativo,
y asi poder garantizar un mejor efecto citotoxico antitumoral.
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SUMMARY

In our laboratory we have managed to implement a co-culture model composed of Hs 578Bst
(HTB-125 healthy epithelial) and Hs 578T (HTB-126 triple negative tumor epithelial, ATCC®
No. TCP-1002TM, derived from breast carcinoma). This model of cells in active colonization
that we have designed has allowed us to show how pH can affect the strength of the
extracellular matrix and see the variable response of Potassium Ascorbate with Ribose and
Potassium Riboside on it, demonstrating the indisputable importance of maintaining the
alkalized pH by using the excess potassium bicarbonate of our formulations to combat the
triple negative HTB126 cell line, and thus be able to guarantee a better cytotoxic antitumoral
effect.
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1. Introduccidén

Sabemos que las interacciones entre las células madre de cancer (CMCs) y el
microambiente tumoral contribuyen al mantenimiento y enriquecimiento de las primeras.
Por ello, en los ultimos afos se han desarrollado modelos celulares, con el fin de simular
ex vivo las interacciones entre las células tumorales y su nicho. Estos modelos han
demostrado numerosas ventajas frente a los tradicionales cultivos, sobre todo en cuanto a
su respuesta ante agentes quimioterapéuticos. Se trata de sistemas de cultivo in vitro que
imitan algunas de las condiciones espaciales, la heterogeneidad celular y las redes
moleculares del microambiente tumoral, y suponen una esperanzadora herramienta para
dilucidar la fisiopatologia de las CMCs y disefiar nuevas modalidades de tratamiento
clinicamente relevantes [1].

El microambiente tumoral es el entorno local con el que las células interactuan
mediante sefales quimicas Yy fisicas, dentro de un tumor. Se trata de un medio complejo
que incluye células madre del cancer, células del grueso tumoral, células inmunitarias,
células del tejido conjuntivo, y también células endoteliales de los vasos sanguineos que
rodean y alimentan el tumor. Encontramos otros elementos, como la matriz extracelular
(ECM), factores de crecimiento, citoquinas, nervios y musculo liso [2]. Las complejas redes
de senalizacioén intercelular entre las CMCs y los demas constituyentes del nicho modulan
las vias de senalizacion intracelular de las primeras, de forma que promueven el
crecimiento, el mantenimiento y la diferenciacién de las CMCs.

Considerando las caracteristicas que hemos descrito para el microambiente tumoral
las acciones que se pueden llevar a cabo tras pasar las limitaciones de la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia, serian las siguientes: promover una proliferacion
controlada, restablecer apoptosis y senescencia programadas, armonizar la respuesta
inmune, inhibir la angiogénesis anormal, inhibir la invasion y la metastasis y sobre todo
evitar un ambiente proinflamatorio [3]. Estas acciones en muchos casos han podido
ejercerse mediante la administracion de una serie de nutrientes o sustancias fisiologicas
con propiedades anticancerigenas, que han demostrado ser eficaces in vivo e in vitro.
Ademas, muchas de ellas tienen propiedades antioxidantes que permiten proteger las
células sanas de los adversos de terapias secundarias [4].

En este camino continuando con la investigacién del microambiente tumoral tomamos
como base el modelo de Co-Cultivo HTB(125/126) desarrollado por la Biochemical
Research A.E.ILLE. [5] que evidencia claramente entre estas dos lineas celulares todas las
caracteristicas que lo representan. De forma de poder utilizarlo en la evaluacién preliminar
de la citotoxicidad al variar el pH cuando se utilizan los tratamientos con Ascorbato de
Potasio con Ribosa o Ribosato de Potasio (RCK o RK) como sustancias antitumorales
(Estas estructuras llevan varios afios en estudio por la Biochemical Research A.E.l.E., en
colaboracién con la Fundacién Valsé Pantellini, sobre la base de los estudios del
bioquimico italiano Gianfrancesco Valsé Pantellini en la segunda mitad del siglo pasado y
publicados entre 1970 y 1999 [6-12]).

Usando este modelo junto a los resultados obtenidos en él con anterioridad [5] y
basandonos en que este ambiente esta lleno de tension para las células normales (sanas)
que viven a su alrededor. El objetivo principal de nuestra investigacion es evaluar el impacto
de trabajar a diferentes valores de pH en el modelo de Co-Cultivo HTB125-126 (Co-CpH)
tratado con RCK o RK sobre la eficiencia del efecto antitumoral de estas moléculas.
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Objetivos

1.1 Determinar la influencia del pH y de la Relacién molar 1:2 de Vitamina C y Ribosa con
respecto al Bicarbonato de Potasio en RCK y RK, sobre su efecto en las Células
HTB126 Y HTB125 como ensayo preliminar al estudio del Co-Cultivo pH HTB125-126
con variacion de pH.

1.2 Evaluar sobre el modelo de microambiente tumoral implementado por el Co-Cultivo pH
HTB(125/126) durante un periodo de 144h y en tres medios/pH diferentes: A, By C;
mediante ensayo espectrofotocolorimétrico Ultravioleta Visible y conteo celular, en
este ultimo utilizando una camara de Burker como instrumento de conteo analitico
cuantitativo, las posibles sefales o cambios que deriven después de tratar con
Ascorbato de Potasio con Ribosa 42,6 mM y con Ribosato de Potasio 125mM de forma
independiente (RCK, RK, en agua de formulacion oral de norma FARMACOPEA
vigente GUINAMA) frente a ambos metabolismos activos de estas lineas celulares
mencionadas.

1.3 Evaluar sobre el Co-Cultivo pH HTB(125/126) la variacion del parametro de control
fisicoquimico pH, la tincion PAS sobre los cultivos fijados y la expresiéon del estrés
oxidativo mediante le test de NADPH en todas las condiciones y tiempos de ensayo.

3. Materiales y métodos
3.1 Materiales

En el desarrollo de todos los experimentos llevados a cabo se han utilizado dos
lineas celulares distintas que se obtuvieron en American Type Culture Collection (ATCC):
Hs 578Bst (HTB-125 epitelial sana) y Hs 578T (HTB-126 epitelial tumoral triple negativo ,
ATCC® No. TCP-1002TM, derivada de un carcinoma mamario). En una primera parte se
trabajaron de forma individual y en otra parte se utilizaron en conjunto para la formacién
del Co-Cultivo HTB(125/126). Para el mantenimiento y expansion de la células fue
necesario trabajar en condiciones de esterilidad, para el crecimiento de estas lineas
celulares se utilizaron tres medios de cultivo que se describen a continuacién hasta fin de
ensayo:

Los medios de cultivos para el ensayo del Co-Cultivo HTB125-126 se describen a
continuacion: El buffer pHB fue preparado de la misma forma indicada por ATCC para el
medio Hybricare en células sanas epiteliales mamaria en crecimiento (Medio Hybricare
complementado con 10% SFB-suero fetal bovino sin inactivar por calor, 1% de antibiético
-Penicilina/Estreptomicina y 0,3% de EGF-factor de crecimiento epitelial). El buffer pHA fue
preparado igual que el pHB con la variacién de que se reemplazé el Bicarbonato de sodio
por buffer PIPES (10mM) y se ajustd el pH con HCI o NaOH segun la necesidad.
Finalmente, el buffer pHC fue preparado con la misma base que pHA y pHB, usando en
este caso buffer HEPES 10mM y ajustando el pH final de la forma antes indicada en pHA.

3.2 Tratamientos

3.2.1 Ensayo para determinar la proliferacion celular de las lineas celulares HTB126
y HTB125 tratadas (cada 48h) y no tratadas (control) con RCK y RK durante un
periodo de 6 dias en los tres medio pHA, pHB y pHC; y durante un periodo de 12 dias
en el medio B.
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Datos de las concentraciones de las soluciones de stock de los tratamientos y sus
concentraciones finales en cada ensayo, las cuales se establecieron bajo la relaciéon molar
1:2 entre D-(-)-Ribosa (R) o Acido L-(+)-Ascérbico (C) con el bicarbonato de potasio (se
elimina el exceso de KHCOs3 (K) con esta relacion molar) y también debe mantenerse como
base de stock de potasio 150mM para ambos casos, RCK y RK. Las concentraciones
finales estan limitadas por la cristalizacion del tratamiento en los cultivos celulares. Esto

implica que:

RK

150mg D-(-)-Ribosa mM stock/final 75,2/5
200mg KHCOs3 mM stock/final 150/10

13,3 ml H20 (GUINAMA de formulacion oral de Farmacopea vigente)

RCK

176mg Acido L-(+)-Ascérbico mM stock/final 75,2/1,42
3mg D-(-)-Ribosa MM stock/final 75/1,5
200mg KHCOs mM stock/final 150/3

13,3 ml H20 (GUINAMA de formulacion oral de Farmacopea vigente)
3.2.2 Co-Cultivo pH HTB(125/126) para RCK.

Tratamiento: Suministrado por Biochemical Research A.E.l.LE._Ascorbato de Potasio
con Ribosa (RCK) 42,6mM de stock, concentracion final en pocillo de 1,42mM.

RCK

50mg L-(+)-Acido ascérbico

1mg D-(-)-Ribosa mM stock/final 42,6/1,42

100mg KHCO3 Reactivo limite L-(+)-Acido ascérbico

6,67 ml H,O (GUINAMA de formulacién oral de Farmacopea vigente)

Datos de la concentracién de la solucién de stock del tratamiento con RCK con una relacion
molar 1:3 entre el L-(+)-Acido ascorbico con el bicarbonato de potasio. La concentracion
final esta limitada por la cristalizacion del tratamiento en los cultivos celulares.
Tratamiento: (RCK) RCK 42,6mM en Agua GUINAMA de formulacion oral.

Control celular: (CC) El cual fue tratado con la misma cantidad que la utilizada para el
tratamiento, pero en su lugar se coloc6é agua GUINAMA sola.

3.2.3 Co-Cultivo pH HTB(125/126) para RCK.

Tratamiento: Suministrado por Biochemical Research A.E.L.E. Ribosato de Potasio
(RK) 125mM de stock, concentracion final en pocillo de 5SmM.

RK
50mg D-(-)-Ribosa mM stock/final 125/5
120mg KHCO3 Reactivo limite D-(-)-Ribosa

2,67 ml H,O (GUINAMA de formulacién oral de Farmacopea vigente)
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Datos de la concentracion de la solucion de stock del tratamiento con RK con una relaciéon
molar 1:3,5 entre D-(-)-Ribosa con el bicarbonato de potasio. La concentracion final esta
limitada por la cristalizacion del tratamiento en los cultivos celulares.

Tratamiento: (RK) RK 125mM en Agua GUINAMA de formulacion oral.

Control celular: (CC) El cual fue tratado con la misma cantidad que la utilizada para el
tratamiento, pero en su lugar se colocé agua GUINAMA sola.

3.3 Métodos

Las lineas celulares tumorales y sanas se cultivaron en monocapa hasta tener la
cantidad y confluencia necesaria para realizar los experimentos. La duplicacién y
mantenimiento de las células en todos los casos se trabajoé con cambio de medio cada 48h
y para la aplicacion del tratamiento al Co-Cultivo pH HTB125/126 se utilizé un tiempo de
cada 48h para el Ascorbato de Potasio con Ribosa (RCK) 42,6mM de stock y 24h para el
Ribosato de Potasio (RK) 125mM de stock. La variacion del parametro de control
fisicoquimico pH, en todas las condiciones y tiempos de ensayo (ambas lineas celulares),
se realiz6 mediante medida directa con pHmetro digital de electrodo micro. La medida para
determinar las células vivas y muertas se realizd mediante la tincién con Azul Tripan
(colorante que penetra Unicamente en las células cuya membrana esta danada
coloreandolas de azul oscuro indicando que estas estan muertas y las vivas no se colorean
con la tincion) realizando el conteo celular mediante el uso de la camara de Burker, con un
n de 3 para su reproducibilidad.

Se estudié de forma cualitativa la morfologia [5] de las células a través de su
visualizacién y captura de imagen mediante microscopia reversa, tefidas y sin tefir
(microscopio Leica i8). La tincion que se utilizé para visualizar con méas detalle las fotos
realizadas ante el microscopio de forma cualitativa fue la tincion PAS (P, acido periddico +
reactivo Schiff). Y de forma cuantitativa la actividad de estrés oxidativo mediante la prueba
de NADPH que mide la cantidad de peroxido de hidrégeno producido.

3.3.1 Proliferacién celular de las lineas celulares HTB126 y HTB125 tratadas (cada
48h) y no tratadas (control) con RCK y RK durante un periodo de 6 dias en los tres
medio pHA, pHB y pHC; y durante un periodo de 12 dias en el medio B.

Las células fueron sembradas 24 horas antes a su primer tratamiento en placas
de 96 pocillos a una concentracion inicial de 5000 cel HTB125/ml (para ambos
tratamientos en células epiteliales mamarias sanas) y de 5000 y 8000 cel HTB126/mi
para los tratamientos RK y RCK respectivamente (células epiteliales triple negativo
tumorales). Estas concentraciones fueron determinadas utilizando una camara de Burker
para el conteo celular. La actividad proliferativa de los compuestos RCK y RK utilizados
cada 48h fue evaluada usando la aplicacién del Kit comercial de Sigma-Aldrich Cell
Counting WST-8 sal de Tetrazolio (CCK8). La base de esta técnica consiste en que la
sal de tetrazolio es reducida por la deshidrogenasa celular a un producto de color naranja
denominado formazan que es soluble en los medios de cultivo celulares. La cantidad de
formazan producido es directamente proporcional al numero de células vivas y se
determina midiendo la absorbancia a 450nm con una longitud de referencia a 620nm
como lo establece el protocolo comercial (se establecen blancos y controles en cada
condiciéon). Los controles celulares fueron realizados en las mismas condiciones de
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crecimiento que las células tratadas y recibieron la misma cantidad utilizada para el
tratamiento, pero de solvente solo (agua Guinama) de forma que las diferencias
asociadas correspondan a el efecto de los tratamientos.

Se trabajé bajo 3 condiciones a pH diferentes de medios de cultivo para cada ensayo:

pH finales para cada buffer preparado
pH A pH B pHC
buffer PIPES pH 6,38 buffer NaHCO; pH 7,40 buffer HEPES pH 8,12

(indicador de pH rojo fenol)

3.3.2 Co-Cultivo pH HTB(125/126) para RCK

Sistemas de disposicion celular y medios de cultivos utilizados:
Hs 578Bst (HTB125 epitelial sana) y Hs 578T (HTB126 epitelial tumoral triple
negativo , ATCC® No. TCP-1002TM, derivada de un carcinoma mamario)

Cada linea celular fue mantenida en sus medios de cultivos correspondientes hasta el dia
cero del ensayo en incubadoras diferentes para cada linea celular. Posteriormente al
alcanzar la confluencia adecuada para el ensayo se trataron con Tripsina-EDTA para su
disposicion final. Los valores en porcentaje de la linea celular HTB125 con respecto a la
linea celular HTB126 en el Co-Cultivo pH es de 85% y 15% respectivamente, utilizando
dos sistemas Placas de 24 pocillos para los ensayos donde se evalla la tincion PAS y la
prueba de NADPH para el estrés oxidativo (volumen final de pocillo 0,8 ml); y placas de 96
pocillos para la prueba de proliferacion celular espectrofotocolorimétrico con el Kit cell
counting CCK8 de Sigma Aldrich (volumen final de pocillo 0,2 ml). En ambos sistemas se
evaluaron 3 tiempos 48, 96 y 144 horas

Se trabajé bajo 3 condiciones a pH diferentes de medios de cultivo para cada ensayo:

pH finales para cada buffer preparado
pH A pH B pHC
buffer PIPES pH 6,38 buffer NaHCO3; pH 7,40 buffer HEPES pH 8,12

(indicador de pH rojo fenol)

3.3.3 Co-Cultivo pH HTB(125/126) para RK

Sistemas de disposicion celular y medios de cultivos utilizados:
Hs 578Bst (HTB125 epitelial sana) y Hs 578T (HTB126 epitelial tumoral triple
negativo , ATCC® No. TCP-1002TM, derivada de un carcinoma mamario)

Cada linea celular fue mantenida en sus medios de cultivos correspondientes
hasta el dia cero del ensayo en incubadoras diferentes para cada linea celular.
Posteriormente al alcanzar la confluencia adecuada para el ensayo se trataron con
Tripsina-EDTA para su disposicion final. Los valores en porcentaje de la linea celular
HTB125 con respecto a la linea celular HTB126 en el Co-Cultivo pH es de 85% y 15%
respectivamente, utilizando dos sistemas Placas de 24 pocillos para los ensayos donde
se evalla la tincion PAS y la prueba de NADPH para el estrés oxidativo (volumen final
de pocillo 0,8 ml); y placas de 96 pocillos para la prueba de proliferacion celular
espectrofotocolorimétrico con el Kit cell counting CCK8 de Sigma Aldrich (volumen final
de pocillo 0,2 ml). En ambos sistemas se evaluaron 3 tiempos 48, 96 y 144 horas.
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Se trabajé bajo 3 condiciones a pH diferentes de medios de cultivo para cada ensayo:

pH finales para cada buffer preparado
pH A pH B pHC
buffer PIPES pH 6,38 buffer NaHCO; pH 7,40 buffer HEPES pH 8,12

(indicador de pH rojo fenol)

3.3.4 Evaluaciones de los ensayos
Tincion PAS en células del Co-CpH HTB125-126

Cuando evaluamos tinciones es imprescindible determinar el caracter general de la
informacion que ofrece dicha tincidn, en este caso debemos tener en cuenta que en todas
las células animales estan presentes Glicoproteinas acidicas, localizadas fuera de la
superficie de la membrana plasmatica. Cuando las células reciben un estimulo inmunitario
adaptativo producen mas Glicoproteinas, esta respuesta puede verse estimulada por una
alta dismutacién de peroxido de hidrogeno, hecho que puede ser generado por el
suministro de suplementos antioxidantes en algunos casos. En consecuencia, aumenta la
eficiencia del sistema inmunitario por la activacion de los sistemas enzimaticos de defensa,
protegiendo asi a las células contra el estrés oxidativo. Es importante resaltar que las
condiciones pHB y pHC mantienen un pH fisiolégico hacia la alcalinizacion, en estos
valores se estimula la produccién de glicoproteinas y se aperturan los canales proteicos
para dar entrada con mayor facilidad a los iones potasio suministrados, los cuales se
caracterizan por transportarse a través de estos canales proteicos al interior de la
célula.[13]

Prueba de NADPH para medir el estrés oxidativo en células del Co-CpH HTB125-126

En esta prueba se ha utilizado el protocolo de NADPH en el cual la muestra celular
se trata con Buffer Tris-HCI con EDTA a pH8, mas NADPH 2,4 mM (37°C/10minutos) y
posteriormente se adiciona Terbutilhidroperéxido 30mM como activador, esta reaccion es
medida durante 90 segundos a 340nm. Esta absorbancia que se genera es medida e
indica la cantidad de peroxido de hidrogeno producido, este procedimiento se aplica a las
muestras tratadas y a cada control. A mayor concentracion de peréxido de hidrogeno por
célula, el sistema de defensa enzimatico se ve disminuido ante un proceso de estrés
oxidativo pudiéndose comparar entre todas las condiciones del ensayo.[14]

Proliferacion y Mortalidad del Co-CpH HTB125-126

Para llevar a cabo este conteo celular se realizé la tripsinizacion (mediante
protocolos habituales en biologia molecular) de las células de los pocillos escogidos y
también se recogieron sus respectivos sobrenadantes, esto con el fin de evaluarlos de igual
modo y tener una cantidad de células mas precisa en cada condicion del ensayo. Estas
células se resuspendieron en medio de cultivo limpio y una alicuota representativa y
homogenizada se tind con azul tripan para diferenciar células vivas de muertas tanto del
pellet como del sobrenadante. Utilizando una camara de Bilrker se contaron las células
vivas del pellet y del sobrenadante, y también se contaron las células muertas del
sobrenadante, obteniendo asi un numero especifico de células para cada condicion.[15]
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Discusion y Resultados Experimentales

4.1 Resultados Experimentales. Proliferaciéon celular de las lineas celulares HTB126
y HTB125 tratadas (cada 48h) y no tratadas (control) con RCK y RK durante un
periodo de 6 dias en los tres medio pHA, pHB y pHC; y durante un periodo de 12 dias
en el medio B.

4.1.1 Linea celular HTB125 epitelial Sana

e —

Ensayo 6 dias Ensayo hasta 12 dias

VARIACION DE LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS HTB125 CON 3 VALORES
DISFERENTES DE pH FRENTE A RKY RCK
Variacion de la Proliferacion celular de HTB125 en Absorbancias en cada condicion de
pH

Variacion de la Proliferacion por pH en el Control

Tiempo t48h t96h t144h
pH Control A 0,110 0,003 0,005
pH Control B 0,213 0,172 0,750
pHControlC| 0,201| 0,260/ 0,878

t144h | )

]
t96h | d

t48h '

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
pH Control C = pH Control B~ pH Control A

Tiempo t48h t96h t144h

PHRK A 0,018 0,025 0,053 Variacién de la Proliferacién por pH en RK
pH RK B 0,280 0,429 1,145 aan .
PHRKC 0,221 0,279 0,870 .
tgh
Tiempo t48h t96h t144h 0,000 0,500 1,000 1,500
pH RCK A 0,004 -0,006 0,003 pHRKC ©pHRKB = pHRKA
pH RCK B 0,244 0,322 0,905
pH RCK C 0,168 0,300 0,390 Variacién de la Proliferacién por pH en RCK
t144h j d
t96h I,
t48h :—‘_‘

-0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000

pHRCKC =pHRCKB  pHRCKA
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Celulas HTB125 muertas en funcién del pH y el tratamiento

3000
2500
2000
1500
1000
500 H
0 H
t48h t96h t144h
Cel Muerta CC A Cel Muerta RKA  Cel Muerta RCK A BCel Muerta CC B Cel Muerta RK B
Cel Muerta RCK B OCel Muerta CC C Cel Muerta RK C Cel Muerta RCK C
RCK Proliferacion% RCK VALORES DE pH
Tiempo t48h t96h t144h Tiempo t48h t96h t144h
pH Cont. A 6,40 6,26 6,34
pHA 118,2 -183,0 48,1 pH RCK A 6,66 6,50 6,51
pH Cont. B 7,92 7,40 7,42
pH RCK B 7,86 7,51 7,57
pHB 114,6 189,2 117,5 pH Cont. C 7,61 7,33 7,34
pH RCK C 7,67 7,44 7,39
pHC 83,6 112,3 64,5

Variacién del pH en el uso de RCK
Influencia del pH en el efecto de RCK

e prckC
200,0
100,0

0,0
-50,0 t48h t96h t144h pH Control B _
-100,0
-200,0
250,0 pH Control A [,

pHA mpHB mpHC 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

mtl44h mt96h mt48h
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RK Proliferacion % RK VALORES DE pH
Tiempo t48h t96h t144h Tiempo t48h t96h t144h
pH Cont. A 6,40 6,26 6,34
pHA 160,6 533,0 588,0 pHRKA 7,21 7,06 7,15
pH Cont. B 7,92 7,40 7,42
pH RK B 8,18 7,74 7,72
pHB 142,3 232,6 146,5 pH Cont. C 7,61 7,33 7,34
pHRK C 7,93 7,66 7,71
pHC 109,7 107,3 113,8

Variacién del pH en el uso de RK

Influencia del pH en el efecto de RK PHRKC
700,0 pH Control C |
600,0
5000 PH RK B e
o pi Control 8 L
300,0
200,0 PH RK A - .
100,0
pH Control A |,
0,0
t48h t96h tl44h 000 200 400 600 800 10,00
pHA =pHB mpHC t144h Wt96h Wt48h
CELULAS HTB125 SANAS
12 dias relacién 1:2, 2 moles de potasio
Tiempo | Proliferacion RK% Proliferacion RCK%
48h 142,3 114,6
96h 232,6 189,2
144h 146,5 117,5
48h+ 96,6 72,1
96h+ 108,6 76,5
144h+ 100,2 79,7
PROLIFERACION RK Y RCK EN HTB125 1:2 12 DIAS
144h+ ; |
96h+ | |
48h+ | |
144h | |
96h
| | | |
48h . .
0 50 100 150 200 250

Proliferacion RCK% @ Proliferacién RK%
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VALORES DE pH hasta 12 dias
Tiempo | t48h | t96h | t144h | t48h+ | t96h+ | t144h+

pHCont.B| 792|740 | 7,42 | 7,41 | 7,40 7,42
pHRCKB | 7,86 | 7,51 | 7,57 | 7,54 | 7,51 7,57
pHRKB |8,18 | 7,74 | 7,72 | 7,73 | 7,74 7,72

Tasa de Mortalidad HTB125 con Variacion del pH con los tratamientos RK'y RCK en

respecto al control 12 dfas en el Buffer B HTB125

180
160 8,4
8,2

140
8

120
7,8

100
7,6
80 7,4
60 79
40 7

2 t48h t96h t144h  t48h+  t96h+  t144h+
0 pH Cont. B pH RCK B pHRK B

48h 96h  144h 48h+ 96h+ 144h+

Mortalidad RK% Mortalidad RCK%

Celulas HTB125 muertas en funcion del tratamiento
3000
2500
2000
1500

1000

t48h t96h t144h t48h+ t96h+ t144h+

Cel Muerta CC B Cel Muerta RK B Cel Muerta RCK B
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Morfologia y tinciéon PAS (glicoproteinas) en este ensayo: HTB125

t48h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A (RK'y RCK)

CONTROL B (RK y RCK)

RKB

RCKB

|
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CONTROL C (RK y RCK)

RKC

t96h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A (RKy RCK)
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CONTROL B (RKy RCK)

RCK B

CONTROL C (RKy RCK)

RKC

RCKC
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t144h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A (RK y RCK)

RKA

RCKA

CONTROL B (RK y RCK)

RK B

RCK B
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CONTROL C (RK y RCK)

Buffer B tiempos + (12 DIAS)
t48h+ t96h+ t144h+
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Discusion de Resultados
Tincion PAS en células HTB125 Sanas.

Cuando evaluamos tinciones es imprescindible determinar el caracter general de

la informacion que ofrece dicha tincion, en este caso debemos tener en cuenta que en
todas las células animales estan presentes Glicoproteinas acidicas, localizadas fuera de
la superficie de la membrana plasmatica. Cuando las células reciben un estimulo
inmunitario adaptativo producen mas Glicoproteinas, esta respuesta puede verse
estimulada por una alta dismutacion de perdxido de hidrogeno, hecho que puede ser
generado por el suministro de suplementos antioxidantes. En consecuencia, aumenta la
eficiencia del sistema inmunitario por la activaciéon de los sistemas enzimaticos de
defensa, protegiendo asi a las células contra el estrés oxidativo.[16,17] La evolucion de
los cultivos celulares de HTB125 (sanos) evidencia una mayor intensidad en la tincion
PAS en las condiciones tratadas en el pH By C, y el resto de las condiciones permanece
en una presencia de Glicoproteinas bastante disminuida. Es importante resaltar que
estas condiciones nombradas mantienen un pH fisiolégico hacia la alcalinizacién, en
estos valores se estimula la produccion de glicoproteinas y se aperturan los canales
proteicos para dar entrada con mayor facilidad a los iones potasio suministrados, los
cuales se caracterizan por transportarse a través de estos canales proteicos al interior
de la célula.
Esta tincion evidencia equilibrio y calidad de la morfologia celular para la linea HTB125,
sin evidenciar aspectos negativos ni de toxicidad son los pH B y C en las condiciones
tratadas, reflejando para el pH C una morfologia alargada y de mayor crecimiento incluso
en el control.

Proliferacion y Mortalidad de HTB125 frente a RK y RCK

Las graficas de proliferacién evidencian un efecto marcadamente positivo de los
tratamientos RK y RCK comparados con el control, sin embargo, la influencia del RCK,
aunque en un margen muy pequefio muestra valores por debajo del control en
proliferacion, pero el aspecto de las células en la tincion PAS reflejan una mayor
produccion de glicoproteinas cuando disminuye la proliferacion, implicando que el RCK
no puede trabajar en todas las caracteristicas positivas con igualdad de fuerza,
adicionalmente esta disminuido el efecto de buffer ya que no hay presencia del exceso
de bicarbonato de potasio. Este factor no influye a gran escala en el tratamiento con RK,
ya que esta solucion marca un pH mas alcalino que el RCK.

Los controles evidencian un comportamiento optimo bajo la influencia del pH C,
condiciéon de mayor alcalinidad en proliferacion, menor cantidad de células muertas y
mas estabilidad en la tincion PAS. Por lo que la alcalinidad es beneficiosa e influye en
aspectos positivos del metabolismo de las glicoproteinas y la correcta proliferacion
celular.

Ensayo de 12 dias a PH B tratados con RK y RCK

El ensayo de 12 dias evidencia principalmente un buen desarrollo de las células
HTB125, sin embargo, el mejor efecto en constancia de proliferacién viable y menor
numero de células muertas corresponde al RK, el cual se ve menos afectado por las
variables evaluadas y supera a los resultados obtenidos para todos los controles de en
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los aspectos antes mencionados. Resaltando que después de una semana se observa
mayor crecimiento por célula que aumento en la proliferacion, adicional a ello el espacio
de expansioén se ve reducido lo que genera una disminucion de proliferacion.

41.2
Linea celular HTB126 epitelial Triple negativo tumoral

Ensayo 6 dias Ensayo hasta 12 dias

VARIACION DE LA CITOXCICIDAD DE LAS CELULAS HTB126 FRENTE ARK Y
RCK EN 3 CONDICIONES DE Ph DIFERENTES

RCK CITOTOXICIDAD %
Tiempo | t48h | t96h | t144h RCK VALORES DE pH
Tiempo t48h t96h t144h
H Control A 6,55 6,43 6,37
H A _ _ _ p 7 7 7
P 10| -10 1,0 pH RCK A 6,69 656 6,52
pH Control B 7,88 7,67 7,56
pH RCK B 7,90 7,67 7,67
pPHB 52,5 60,1 76,6 pH Control C 7,56 7,50 7,43
pH RCK C 7,70 7,78 7,50
pHC 57,4 66,8 71,1
Influencia del pH en el efecto de RCK Variacion del pH en el uso de RCK
90
80 pH RCK C
70
60 pH Control C
50 pH RCK B
40
30 pH Control B
20 pH RCK A
10
0 pH Control A
10 t48h t96h t144h 0.00 500 10,00
20
pHA =pHB mpHC mt144h wt96h mt48h
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RK CITOTOXICIDAD %

Tiempo |t48h t96h | tl1l44h
RK VALORES DE pH
pH A 10 10 10 Tiempo t48h t96h t144h
’ ’ ’ pH Control A 6,49 6,34 6,36
pH RK A 7,43 6,32 7,14
pH Control B | 8,07 7,63 7,57
PHB 1284 1282 445 pH RK B 8,16 7,98 7,89
pH Control C 7,64 7,47 7,54
pHRK C 7,95 7,47 7,76
pHC 42,0 41,9 (441

Variacion del pH en el uso de RK
Influencia del pH en el efecto de RK

50 pHRKC
40 pH Control C
30 pH RK B
20 pH Control B
10
HRKA
0 p
10 t48h t96h t144h pH Control A
-20 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

EpHA  ®mpHB = mpHC
mt144h mt96h mt48h

Variacion de celulas muertas en el tiempo y por condicién de
pH/Tratamiento

10000
9000
8000
7000
6000

5000 T
4000 -I =i
3000 | Lv I T I -I L-L
2000 -l | N1 L = é = g é
1000 Z= = § =
O g
t48h t96h t144h
Cel Muerta CC RKA Cel Muerta RK A Cel Muerta CC RCKA

Cel Muerta RCK A Cel Muerta CC RKB Cel Muerta RK B
Cel Muerta CC RCKB Cel Muerta RCK B 2 Cel Muerta CC RKC
Cel Muerta RK C = Cel Muerta CC RCKC Cel Muerta RCK C
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VARIACION DE LA PROLIFERACION CELULAR HTB126 FRENTE A RK Y RCK, EN
FUNCION DE LA ABSORBANCIA

Variacion de la Proliferacion por pH en el CC-RK
RK t48h t96h tl44h ,
7
pH Control A 0,001 0,003 -0,055 % o b=
pH Control B 0,185 0,208 0,750 /q&/) - .
BHEENUElE 0,125 0,195 0,690 -0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
pH Control C = pH Control B = pH Control A
RK t48h t96h t144h
pH RK A 0,007 0,009 20,042 Var/i:lcic’)n de la Proliferacion por pH en el RK
£
pH RK B 0,133 0,299 0,531 KC e
PHRK C 0,073 0,113 0,452 B
-0,200 0,000 0,200 0,400 0,600
PHRKC mpHRKB - pHRKA
RCK t48h t96h t144h Variacion de la Proliferacion por pH en el CC-RCK
pH Control A 0,005 0,004 -0,055 %q/) : .
pH Control B 0,263 0,527 1,292 b
pH Control C 0,220 0,427 0,802 %5
-0,500 0,000 0,500 1,000 1,500
RCK t48h t96h t144h pH Control C pH Control B pH Control A
pH RCK A 0,005 0,007 -0,055
Variacion de la Proliferacion por pH en el RCK
pH RCK B 0,211 0,211 0,303 p
’s
PHRCK C 0,168 0,142 0,232 % —
% '
7(96 1

-0,1700 0,000 0,100 0,200 0,300 0,400

pH RCK C #pH RCKB ' pH RCK A

CELULAS HTB126 TUMORALES

12 dias relacién 1:2, 2 moles de potasio
Tiempo | Citotoxicidad RK% | Citotoxicidad RCK% CITOXICIDAD RK YDFlﬁig ENHTB126 1:2 12
48h 28,4 52,5
144h+
96h 28,2 60,1 _ e
144h 445 76,6 % 48h+
48h+ 23,7 58,7 g1
96h
96h+ 15,6 28,7 48h
144h+ 4,6 30,9 0 50 100

% CITOTOXICIDAD

Citotoxicidad RCK% Citotoxicidad RK%
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Variacion del pH en 12 dias en el buffer B HTB126

VALORES DE pH 8.4

Tiempo t48h | t96h | t144h | t48h+ | t96h+ | t144h+ 8,2
pH Cont. RCKB | 7,88 | 7,67 | 7,56 7,57 | 7,55 7,52 8
PHRCKB | 7,9 | 7,67 | 7,67 | 7,67 | 7,66 | 7,65 e I I
pH Cont.RKB |8,07| 7,63 | 757 | 76 | 7,58 | 7,58 74 “I III “I II
RLIEKIE 8161798 | 7,8 7,82 | 7,80 7,81 "2 pH Cont. RCKB pHRCKB  pHCont. RKB  pHRKB
mt48h ®t96h mt144h mt48h+ ®mt96h+ mt144h+
Valores de Absorbancia - Variacion de Ia:I’i}tc‘)atlogii;fj:rdBea?g?%g)ancias 12 dias
Tiempo t48h | t96h | t144h | t48h+ | t96h+ | t144h+ .
pH Cont. RCK B | 0,2630 | 0,5270 | 1,2920 | 2,3475 | 2,7660 | 2,4835 25000 g
pHRCKB | 0,2110 | 0,2110 [ 0,3030 | 0,9695 | 1,9020[ 1,7173 | #%°%
pH Cont. RK B | 0,1850 [ 0,2080 | 0,7500 | 2,1205 | 2,4370 | 2,6600 | 1-5000
pHRKB  |[0,1330|0,2990 | 0,5310 | 1,7590 | 1,8407 | 2,5170 [ 1.0000

12000
10000
8000
6000
4000
2000

0,5000 H
0,0000 £ A
t48h t96h t144h t48h+ t96h+  t144h+
pH Cont. RCKB pHRCKB @pH Cont. RKB =pH RKB

Celulas HTB126 muertas en funcion del tratamiento en

12 dias realcion molar 1:2

Nl I - I “I!| -

t48h t96h t144h t48h+ t96h+ t144h+

Cel Muerta CC RKB Cel Muerta RK B
Cel Muerta CC RCKB Cel Muerta RCK B

% de de celulas HTB126 muertas mas que en el control

100,0

‘|| |-||‘||-|I‘|I
0,0
48h 96h 144h 48h+ 96h+ 144h+

Mortalidad RK Mortalidad RCK
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Morfologia y tincién PAS (glicoproteinas) en este ensayo: HTB126

t48h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A RK

RKA

CONTROL A RCK

CONTROL B RK
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CONTROL B RCK

CONTROL C RK

CONTROL C RCK
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t96h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A RK

RKA

CONTROL A RCK

RCKA

CONTROL B RK
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CONTROL B RCK

CONTROL C RK

CONTROL C RCK
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T144h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A RK

RKA

CONTROL A RCK

CONTROL B RK

n

RKB
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CONTROL B RCK

CONTROL C RK
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Buffer B tiempos + (12 DIAS)

t48h+ t96h+ t144h+

\

CONTROL RK

RK 1:2

CONTROL RCK

RCK 1:2

Discusion de Resultados
Tincion PAS en células HTB126 Tumorales.

Al evaluar los cultivos de la linea celular HTB126 tumoral triple negativo ante los
tratamientos: RK y RCK observamos una alta variacion de la respuesta glicoproteica de
estas células ante estas moléculas. Inicialmente la mayor estimulacién de estos
metabolitos fue creada por el RK a las 96h+ de haber colocado el tratamiento, en gran
parte del cultivo y no de forma homogénea. Siguiendo la evoluciéon del ensayo en el
tiempo 144h+ esa coloracién de actividad PAS se intensifica y se aprecia que sobre la
superficie de los cultivos tratados hay zonas que se tifien con gran intensidad lo que
implica mayor actividad de glicoproteinas,[13] este aumento de actividad puede
traducirse en un incremento de los valores de glucégenos y con él muchas mucinas, lo
que demuestra que estas células estan en situacion de defensa y explica que la tincion
se intensifica en las zonas de cumulos o mayor densidad celular (cordén celular). La
evolucion de los cultivos celulares de HTB126 (tumoral) evidencia una mayor intensidad
en la tincion PAS en la condicion tratada en el pH C, y el resto de las condiciones
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permanecen en una presencia de Glicoproteinas bastante disminuida. Es importante
resaltar que esta condicion nombrada mantiene un pH fisiolégico hacia la alcalinizacion,
en estos valores se estimula la produccion de glicoproteinas y se aperturan los canales
proteicos para dar entrada con mayor facilidad a los iones potasio suministrados, los
cuales se caracterizan por transportarse a través de estos canales proteicos al interior
de la célula, este hecho en esta linea celular tumoral conlleva a la activacién de sus
defensas frente al aumento de la concentracién de potasio que rompe con el equilibrio
electrolitico de iones sodio-potasio en estas células mermando la energia que necesitan
para proliferarse y duplicarse. Esta tincion evidencia ataque y ruptura de los cimulos de
la morfologia celular para la linea HTB126, evidenciando toxicidad especialmente en los
pH B y C en las condiciones tratadas, reflejando para el pH C un mayor ataque de RK
disminuyendo la proliferacion marcadamente con respecto a su control, y para el pH B
una mayor ataque de RCK (alcanza un pH mas alcalino en esta condicién). También hay
que resaltar que en las condiciones control, éstos se ven mas afectados por el pH alcalino
de C, con respecto a la proliferacion, que el control del pH B de menor alcalinidad.

Proliferacion y Mortalidad de HTB126 frente a RK y RCK

Las graficas de proliferacion evidencian un efecto toxico sobre las células
tumorales de los tratamientos RK y RCK comparados con sus controles respectivos, sin
embargo, la influencia del RCK es mucho mayor mostrando valores por debajo del control
en proliferacion. La tasa de células muertas siempre es mayor al control y en el pH C en
mayor grado para RK que para RCK, lo que deja de manifiesto que es el pH C donde la
eficiencia de RK es mayor. Sin embargo, RCK alcanza su mayor efecto en el pH B, ya
que atiende a valores de pH mas alcalinos a pesar de que el buffer C inicia en mayor
valor de pH. Esto implica que el equilibrio electrolito acido base del medio cuando se trata
con RCK se ve desplazado hacia la acidez afectando la fuerza de la funciéon del RCK.[18]

Los controles evidencian un comportamiento optimo en proliferacion bajo la
influencia del pH B, condicion de alcalinidad media, menor cantidad de células muertas.
Por lo que la alta alcalinidad no es beneficiosa en esta linea de células tumorales e influye
en el metabolismo glicoproteico reflejado en la coloracién de la tincion PAS vy la
proliferacion celular.

Ensayo de 12 dias a PH B tratados con RK y RCK

El ensayo de 12 dias evidencia principalmente una falta de espacio para el
crecimiento de los controles de las células HTB126, implicando que las medidas de
absorbancia, de la técnica utilizada, de los controles seguramente estén por debajo del
valor real, ya que no se logra la interaccion de todas las capas de células con los reactivos
colorimétricos, es decir, que da un valor de menor células viables de las reales. A pesar
de este posible error la absorbancia de las condiciones tratadas esta por debajo de sus
respectivos controles evidenciando el efecto de induccion de apoptosis y la disminucion
de la velocidad de duplicacién en las células tumorales que ejercen RK y RCK. El
tratamiento con RCK presenta los valores mas grandes de toxicidad disminuyendo la
viabilidad del cultivo con respecto al control, sin embargo, el tratamiento con RK mantiene
la tasa de células muertas constante e incluso mayor a la de RCK para el tiempo final del
ensayo. Este hecho va acompafnado a la caracteristica de que el RK mantiene la
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alcalinizacion del entorno in vitro mejor que el RCK, generando que las células tumorales
se vean mas afectadas por el tratamiento. En la bibliografia se reportan estudios que
demuestran que la acidez del medio puede provocar la ruptura quimica del acido L-
ascorbico y la alta alcalinizacion genera la perdida furanésica del mismo, en ambos casos
implicaria la pérdida de la funcionalidad del RCK. En el caso del activo D-Ribosa se
caracteriza por protonarse en pH acidos y por desprotonarse a pH alcalinos, esta
alcalinizacion optimiza la funcién como Ribosato del RK y adicionalmente la velocidad de
esta variacién es muy baja, lo que le aporta estabilidad al RK con respecto al RCK. Es
indiscutible la importancia de mantener el pH del entorno sobre el pH fisioldgico normal
de las células (sin exceder en alcalinizacion) para garantizar un mejor efecto citotoxico
de los tratamientos con RCK y RK, este ultimo en menor grado.

4.2. Resultados Experimentales. RCK frente al Co-CpH HTB125/126

Sistema 24 pocillos (ejemplo t48h)
A (4 5 |

L A e (3

Sistema 96 pocillo

s (ejemplo t48h)
SoB o

Estos resultados se recogen representados en sus valores de porcentaje en la tabla#2 y el
numero de células vivas por pocillo junto a su valor correspondiente de estrés oxidativo se
recogen en la tabla#1.

TABLA#1

células vivas pellet Test NADPH (H20) % stress Oxdt./cel

48h 96h 144h 48h 96h | 144h 48h 96h 144h
CCA 6500,0 | 3300,0 | 3700,0 | 0,093 |-0,008 | 0,114 | 1,43E-05 | -2,32E-06 | 3,09E-05
RCK A 8600,0 | 5200,0 | 7800,0 |-1,105|-0,910 | 0,075 |-0,000129 |-0,000175 | 9,63E-06
ccB 28500,0 | 20300,0 | 75400,0 | 0,055 | 0,140 | -0,619 | 1,93E-06 | 6,92E-06 |-8,21E-06
RCK B 20000,0 | 24700,0 | 30400,0 | -0,847 | -1,140 | -0,503 | -4,23E-05 | -4,62E-05 | -1,66E-05
cCccC 19600,0 | 25100,0 |47700,0 | 0,074 | 0,034 | 0,105 | 3,77E-06 | 1,35E-06 | 2,2E-06
RCK C 9300,0 |17100,0|35100,0| 0,318 | 0,081 | 0,075 | 3,42E-05 | 4,76E-06 | 2,14E-06
TABLA#2

% cel vivas total | % cel Muertas total | % cel vivas Sobre.

Muestra 48h |96h |144h (48h |96h |144h |48h |96h |144h

CCA 55,2 63,1 |50,6 44,8 |36,9 (49,4 |15,2 |12,3 |24,7

RCK A 54,6 |65,8 (43,2 |454 |34,2 (56,8 |86 |72 (17,7

CCB 78,8 /100,0(80,2 |21,2 (0,0 |19,8 |46 |3,8 [9,6

RCK B 59,8 89,0 |67,6 40,2 |[11,0 (324 |79 |0,0 |21

cccC 66,9 |84,7 |79,1 |33,1 |15,3 20,9 |55 |46 |81

RCK C 58,0 |65,3 |64,9 |42,0 |34,7 {351 |21,0 |56 |7,3
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Variacion de la viabilidad celular en las diferentes condiciones del Co-CpH HTB125-
126 en porcentajes para cada pH (A, B y C) frente a RCK 42,6mM

Proliferacion % CCK8 RCK

225,0
175,0
125,0
75,0
25,0
-25,0 48h 96h 144h
-75,0 % Proliferacion CCK8
-125,0

-175,0

CCA RCKA = CCB RCK B cccC RCK C

Proliferacion % Cel. Blrker Pellet

240,0
190,0
140,0
90,0
40,0

-10,0
48h 96h 144h

-60.0 % Proliferacién C. Biirker Pellet

CCA RCKA ~CCB RCK B cccC RCK C

Primero que nada, es imperativo tener en cuenta que la desregulacién del pH es
caracteristica del cancer con gradientes de pH anormalmente invertidos entre los valores
extracelulares e intracelulares. [19,20] Asi, las células cancerosas se caracterizan por la
alcalinizacion intracelular y acidificacién extracelular. Como consecuencia, los tumores
solidos estan rodeados por un ambiente ligeramente acido.[21] Los graficos anteriores
reflejan inequivocamente que el pH A es altamente citotdxico para el Co-CpH HTB125-126,
ya que el control cada vez esta con menor concentracion celular, sin embargo al comparar
la proliferacion por métodos diferentes nos encontramos que el método de medir la
proliferacion por el Kit de cell Counteing CCK8 de Sigma Aldrich cuando no se cumplen los
parametros de concentracion de la superficie celular, ya sea por defecto o por exceso,
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pierde su exactitud, ya que cuando lo comparamos con la medida realizada utilizando el
conteo de células en la camara de Birker se evidencia que el tiempo 144h los controles
pHA, pHB y pHC no son negativos. El control en t144h pHA sufre una adaptacion al medio
logrando que las células entre en fase positiva de proliferacion, los controles t144h pHB y
pHC debido a que tienen una alta proliferacién se pueden contar con mayor exactitud
cuando se tripisinizan las células y se cuentan con la camara, ya que el kit CCK8 no logra
medir toda la superficie celular por exceso de células proliferadas, es decir, este kit cuando
hay muy pocas células o exceso de capas celulares no es confiable en la media de
proliferacion. Otro punto importante por el que este kit CCK8 presenta error es por ejemplo
el tiempo t96h B en este se aprecia una proliferacién muy alta, producto de resto de RCK
cristalizado en el pocillo ya que hay pocas ceélulas con las que interaccionar quedando el
tratamiento en exceso. Lo que queda reflejado de forma directa es que las condiciones
tratadas pHB y pHC proliferan muchisimo menos a partir del t96h con respecto a sus
controles y que el pH A tratado prolifera mas que su control porque el RCK equilibra el
balance del pH ejerciendo de Buffer y generando un mejor ambiente celular en crecimiento.
Esta medida de proliferacion por conteo en la camara de Birker muestra que el pH C va
disminuyendo la proliferacion en mayor grado que el resto de las condiciones, sin embargo,
el pH B en el tiempo t144h muestra un basta ruptura en la proliferacién como si actuara
mas lento por no tener el pH lo suficientemente alcalino como en pHC.

La superficie de estas condiciones si observamos las tinciones PAS y la morfologia celular
que éstas muestran inferimos que en los pH B y C prevalece las caracteristicas de una
superficie tipo sana comparadas con sus respectivos controles que tienen una proliferacion
evidentemente tumoral, tomando en cuenta que este Co-CpH HTB125-126 se inicié con
mayor numero de células tumorales que sanas (porque el RCK ataca fuertemente a las
células tumorales y si no se siembra una cantidad suficiente no puede ser evaluado el
cambio que pueda suceder). La fuerza de ataque del tratamiento activa la presencia de
glicoproteinas y también se aprecia con mayor detalle la morfologia celular. Unido a esta
tincion la evaluacién del estrés oxidativo es relevante como se puede apreciar en el
siguiente grafico.

Variacion del stres oxidativo por cel pellet en funcién de la
condicion y tiempo de ensayo del efecto del RCK
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Cuando entrelazamos los resultados del estrés oxidativo (medido mediante el valor de la
absorbancia de H20O; producido) con las células del pellet es evidente que en la condicion
de pH (A) hay mayor presencia de estrés oxidativo, sin embargo en la condicion, RCK A,
este estrés se agudiza en el tiempo junto a la tasa de mortalidad, dejando claramente
expuesto que las células para el t144h tienen una condicién adaptativa a ese pH, iniciando
una duplicacién y por ende valores de estrés en positivo en el Co-CpH HTB125-126, es
importante resaltar que en este pH murieron células tanto tumorales como sanas, de hecho
lo que se observa en el control es un aumento de la mortalidad y el estrés oxidativo a
medida que pasa el tiempo, y la tincion PAS evidencia la perdida considerable de la
superficie celular.

La tincion PAS en el pH A muestra su mayor grado de glicoproteinas para el control
(aunque sigue siendo muy poca intensidad) y en la condicion tratada se aprecia actividad
baja en las zonas con mas numero de células, ya que se aprecian zonas despobladas y
las células que forman grupos son de caracteristicas alargadas y abiertas con bordes muy
suaves, definiendo un perfil de células sanas, indicando que las células que logran la
adaptacion en el t144h son de morfologia sana.

En el caso de la condicién de pH RCK B, en el t48h y t96h disminuye la proliferacion con
respecto a su control y hay un aumento de la muerte celular equilibrando la superficie a
mayor numero de células sanas con bajo estrés oxidativo, el t144h se hace mas estable en
este Co-CpH. El estrés oxidativo evaluado es mayor en el control pH B, y hay que recordar
que en los controles las células tumorales inducen estrés oxidativo en las células sanas
llevandolas a su muerte, por lo que la tasa de mortalidad en los controles esta representada
por células sanas en mayor escala. En este Co-CpH HTB125-126 hay mayor proporcion
inicial de células sanas que tumorales por eso en los controles las células muertas son mas
en el t48-96h que en el t144h y en la condicion tratada RCK B estas células muertas van
disminuyendo porque prevalece la caracteristicas de cultivo sano.

La tincion PAS para la condiciéon de pH B es clara, indicando que en los controles el
ambiente es cada vez mas tumoral, con presencia de conglomerados, pequefos hilos de
cordones celulares que se hacen mas evidentes en el t144h [5], en las condiciones tratadas
con RCK, se pierden estos conglomerados dispersando la superficie celular de forma mas
homogénea y con mayor tamafio y mas alargadas generando un perfil de caracteristicas
de células sanas.

Para el control del pH C observamos que el estrés oxidativo esta presente en t48h y luego
se hace menor ya que el ataque de las tumorales a las sanas ocurre en mayor grado en
las primeras 48 horas de ensayo. También es evidente que la proliferacion disminuye en la
condicion tratada con RCK C desde t48h a t144h, el estrés oxidativo se mantiene presente
en los tres tiempos indicando la defensa de las células sanas ante las tumorales en todo el
ensayo con un buen numero de células muertas. Cuando detallamos la condicion de pH C,
hay un factor muy importante que reconocer, en la condicion control C este pH no beneficia
a las células tumorales como lo vimos en el ensayo de estas células individualmente. Las
células vivas en ambas condiciones del pH C, control y RCK C, disminuian y las muertas
aumentaban, sin embargo, las muertas en mayor porcentaje en la condicion tratada. Si
tomamos en cuenta que el control también se ve afectado por la alcalinizacién y que el
control va generando muerte de células sanas atacadas por tumorales y por células
tumorales que mueren por el pH mas alcalino. Lo que nos lleva a decir que en este pH el
efecto del tratamiento con RCK es mas constante, esta afirmacion la respalda la tincién
PAS, que muestra una superficie celular con menor actividad glicoproteica sefialando
menor estado de defensa. También en el t144h el estrés oxidativo empieza a disminuiry a
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estabilizarse. En definitiva, la tincion PAS evidencia equilibrio y calidad de la morfologia
celular para la linea HTB125 de este Co-CpH en el tiempo 144h en la condicion RCK C,
reflejando para el pH C una morfologia de bordes mas limpios y de menor numero de
células muertas, ya que hay menor ataque entre las células existentes sobre la superficie

celular.
Al discutir los  valores
Proliferacion % Cel. Biirker Pellet representados en esta grafica
2400 de % proliferacion con la
1900 camara de Burker (grafico
1400 izquierdo) se evidencia que la
00,0 condicién trata.da cor.\ RCK C
100 I I ofrece la mejor eﬂmepga,
0o _ ll m Il logrando muerte celular visible
' RCKA  CCB !cx ccc “! para células tumorales como lo
000 explicamos anteriormente y
% Proliferacion C. Biirker Pellet 48h m % Proliferacion C. Biirker Pellet 96h una SUperﬁCie fina| CeIUIar méS
m % Proliferacion C. Biirker Pellet 144h homogénea, con menor eStréS

oxidativo y menos actividad
glicoproteica. En el control de este pH C, en el t96h el cultivo no prolifera, ya que esta
activo un ataque de las células tumorales a las células sanas, esta disminucion en la
proliferacion se debe a la muerte de células sanas, y en el tiempo 144h prolifera
activamente en clara expresién de una superficie de células tumorales.

Esta caracteristica
es muy importante,
porque la cantidad
de células vivas en
el sobrenadante son
células que pueden

Variacion del %cel vivas sobrenadante CAmara de
Burker

30,0
25,0
20,0
15,0

10,0 III I I migrar, pero
5,0 también implica que
0 Il ol 0.l IR N

hay debilidad de
CCA RCK A CCB RCK B ccc RCK C ,
adherencia de estas

W % cel vivas Sobre. 48h W 9% cel vivas Sobre. 96h ~ W% cel vivas Sobre. 144h células a la

superficie  celular,
pero estas células no han muerto solo se han despegado estan latentes. Al comparar los
controles observamos un factor relevante en pHA y es que no hay adherencia prevalente
porque el pH acidico debilita mucho, en pHB el control pierde adherencia en el tiempo 144h
cuando la muerte de las células sanas practicamente es total, el cultivo prolifera con fuerza
y adicionalmente hay mayor nimero de células vivas en suspension activas para migrar a
realizar otros ataques. Finalmente, el control pHC siempre lleva células vivas en
suspension, ya que en cada tiempo en este pH se genera muerte celular y en consecuencia
células en suspensioén debilitadas.
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Cuando evaluamos el %
de células muertas el pH
A tanto su control como 600
las células tratadas 500
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C en el tiempo 48h es B % cel Muertas total 48h M 9% cel Muertas total 96h W% cel Muertas total 144h

Variacion del %cel Muertas totales C. Biirker

donde presentan mayor

apoptosis (ataque de células sanas) en el tiempo 96h la menor cantidad de células muertas
y en t144h lo poco que lograra proliferar de células sanas nuevamente es atacado por las
células tumorales generando un aumento de la cantidad de células muertas con respecto
a su tiempo anterior. En los pH B y C de las condiciones tratadas con RCK tienen mayor
numero de células muertas en el t48h, en pHB el t96h demuestra lucha para liderar el
cultivo entre las dos lineas celulares y en pHC en este mismo tiempo sigue la influencia del
RCK atacando a las células tumorales. Para el t144h RCK B y RCK C logran una apoptosis
alta en el Co-CpH HTB125-126, siendo mas efectiva para la condicién C.

Por consiguiente, hemos demostrado que la alta selectividad del RCK para llevar a
apoptosis a las células tumorales y a proteger a las células sanas en nuestros Co-CpH
HTB125-126 indican un gran avance como alternativa para combatir el cancer. También se
hace evidente que se puede generar un buen ataque aprovechando el microambiente acido
presente. Sin embargo, el estrecho rango de pH para la toxicidad necesaria requiere un
ajuste muy delicado de las propiedades fisicoquimicas del entorno para asi garantizar el
mejor y mayor efecto antitumoral posible.
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Morfologia y tinciéon PAS (glicoproteinas) en este ensayo: Co-CpH HTB125-126

t48h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A RCK
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t96h de ensayo
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t144h de ensayo
Objetivos de 5X y 10X

CONTROL A RCK

CONTROL B RCK

CONTROL C RCK
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4.3 Resultados Experimentales. RK frente al Co-CpH HTB125/126

RESULTADOS: Co-Cultivo pH HTB125-126 (85%/15%)
Sistema 24 pocillos (ejemplo t96h) Sistema 96 pocillos (ejemplo t96h

<
[{A

Los resultados se recogen en sus valores de porcentaje en la tabla#2 y el nUmero de
células vivas por pocillo en la tabla#1.
TABLA#1

células vivas pellet Test NADPH (H202) | % stress Oxdt./cel

Muestra | 48h 96h 144h 48h |96h |144h |48h 96h 144h

CCA 14400,0 | 6080,0 |960,0 |0,036|0,028|0,029 |2,46E-06 |4,65E-06 | 3,05E-05
RK A 13120,0 | 20960,0 | 43040,0 | 0,041 | 0,048 | 0,086 | 3,12E-06 | 2,27E-06 | 1,99E-06
CcCB 24480,0 | 23840,0 | 40480,0 | 0,046 | 0,042 | 0,107 | 1,89E-06 | 1,74E-06 | 2,63E-06
RKB 18880,0 | 23360,0 | 33120,0 | 0,035 | 0,026 | 0,045 | 1,83E-06 | 1,13E-06 | 1,37E-06
ccc 15360,0 | 36480,0 | 26720,0 | 0,038 | 0,036 | 0,061 | 2,48E-06 | 1E-06 2,27E-06

RK C 11040,0 | 15360,0 | 8000,0 |0,038 | 0,027 |0,017 | 3,45E-06 | 1,76E-06 | 2,13E-06
TABLA#2

% cel vivas total % cel Muertas total % cel vivas Sobre.
Muestra 48h 96h 144h 48h 96h 144h 48h 96h 144h
CCA 71,7 43,0 31,7 28,3 57,0 68,3 9,4 2,2 12,7
RK A 90,9 76,8 86,6 9,1 23,2 13,4 6,1 3,9 4,0
CCB 91,8 71,9 92,1 8,2 28,1 7,9 2,0 2,1 2,8
RK B 88,1 70,8 82,7 11,9 29,2 17,3 2,5 6,8 1,4
CcccC 85,9 82,7 76,6 14,1 17,3 23,4 4,2 1,4 29
RKC 68,1 66,2 55,1 31,9 33,8 44,9 0,7 8,7 4,5

Variacion de la cantidad celular de Co-CpH HTB125-126 en porcentajes para cada pH
Variacién de celulas vivas y muertas por condicion y tiempo de ensayo
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En el grafico anterior se aprecia claramente que en la condicion a pH A, condicion mas

acidica, las células se ven beneficiadas por el tratamiento con RK, el aspecto mas

resaltante es que el pH es regulado a un pH mas alcalino por el RK, donde ambos tipos de

células, sanas y tumorales, mejoran en proliferacion. En esta condicion RK A en el tiempo

96h se observa un descenso en las células vivas pero un aumento en células muertas, en

este punto hay una interaccion de poderes entre células sanas y tumorales en su lucha por

prevalecer en el cultivo. Esta situacion se equilibra en el tiempo 144h donde la tasa de

mortalidad disminuye y la tasa de células vivas va en aumento. La tincion PAS nos indica

que la tendencia es a células sanas, por morfologia, en la mayor parte del cultivo con

tendencia a mayor produccion

Variacién del stres oxidativo absorbacia por celula viva de glicoproteinas como

para cada condicién y tiempo de ensayo defensa todavia a una situacion
de ataque.

Cuando entrelazamos estos

resultados con el estrés

oxidativo medido mediante el

valor de la absorbancia de H,O>

producido es evidente que en

esta condicion de pH (A) hay

0,000002 . ,
mayor presencia de estrés

0000001 I III I oxidativo, sin embargo en la
. I condicion, RK A, este estrés va

CCA RKA CCB RKB CCC RKC disminuyendo en el tiempo
m48h m96h W 144h junto a la tasa de mortalidad
antes  explicada, dejando
claramente expuesto que las células sanas estan en mayoria en el Co-CpH HTB125-126,
es importante resaltar que en este pH murieron células tanto tumorales como sanas, de
hecho lo que se observa en el control es un aumento de la mortalidad y el estrés oxidativo
a medida que pasa el tiempo, y la tinciéon PAS evidencia la perdida casi al completo de la
superficie celular.
En el caso de la condicion de pH RK B, en el t96h las células vivas y muertas se van
equilibrando, pero ya en el tiempo 144h las células muertas aumentan en la condicion
tratada. El estrés oxidativo evaluado es mayor en el control, hay que recordar que en los
controles las células tumorales inducen estrés oxidativo en las células sanas llevandolas a
su muerte, por lo que la tasa de mortalidad en los controles esta representada por células
sanas en mayor escala. En este Co-CpH HTB125-126 hay mayor proporcion inicial de
células sanas que tumorales por eso en los controles las células muertas son mas en el
t96h que en el t144h y en la condicién tratada RK B estas células muertas van
disminuyendo porque prevalece la caracteristicas de cultivo sano. La tincion PAS en este
pH muestra su mayor grado de glicoproteinas para el control y en la condicion tratada se
aprecia actividad en las zonas con mas numero de células, ya que se aprecian zonas
despobladas y las células que forman grupos son de caracteristicas alargadas y abiertas
con bordes muy suaves, definiendo perfil de células sanas [5].

Cuando detallamos la condicion de pH C, hay un factor muy importante que
reconocer, en la condicién control C este pH no beneficia a las células tumorales como lo
vimos en el ensayo de estas células individualmente. Las células vivas en ambas
condiciones del pH C, control y RK C, disminuian y las muertas aumentaban, sin embargo,
las muertas en mayor porcentaje en la condicién tratada. Si tomamos en cuenta que el
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control también se ve afectado por la alcalinizacion y que el control va generando muerte
de células sanas atacadas por tumorales y por células tumorales que mueren por el pH
mas alcalino.[22] Lo que nos lleva a decir que en este pH el efecto del tratamiento con RK
se hace mas eficiente, esta afirmacion la respalda la tincion PAS, que muestra una
superficie celular con menor actividad glicoproteica sefialando menor estado de defensa.
También en el t144h el estrés oxidativo empieza a disminuir y a estabilizarse. En definitiva,
la tincion PAS evidencia equilibrio y calidad de la morfologia celular para la linea HTB125
de este Co-CpH en el tiempo 144h en la condicidon RK C, sin presentar aspectos negativos,
reflejando para el pH C una morfologia alargada y de mayor crecimiento.

Al discutir los valores
representados en esta grafica
de % de proliferacién de las
distintas  condiciones se

70,0 evidencia que la condicion
0.0 tratada con RK C ofrece la
' mejor eficiencia, logrando
30,0 muerte celular evidenciada
100 I II para células tumorales como
lo explicamos anteriormente y

-10,0 RK A CCB RK B ccce RKC una superficie final celular

B % Proliferacién 48h B 9% Proliferacién 96h W9 Proliferacién 144h méS homogénea’ con menor

estrés oxidativo y menos

actividad glicoproteica. En el control de este pH C, en el t96h el cultivo prolifera para poder

duplicar la cantidad de células tumorales suficientes para atacar a las células sanas en el

tiempo 144h donde el cultivo también se ve disminuido. Esta disminucion se debe a muerte

de células sanas y perdida de células tumorales por la alcalinidad del medio con actividad
proteica positiva.
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Si es evidente que la proliferacion disminuye en la condicién RK C desde t48h a
t144h, pero si detallamos la grafica de variacién de células vivas del t48h con respecto a el
t144h, el ataque a las células tumorales ocurre después de t96h generando una
disminucion de estas células y dejando valores de estrés oxidativo mas bajos.

En nuestros resultados hemos demostrado que el RK es selectivo entre células
tumorales y sanas, a las primeras las debilita generando apoptosis y a las segundas las
protege y las fortalece, evidenciado en nuestros Co-CpH HTB125-126 colocando al RK
como una muy buena alternativa para combatir el cancer. También se hace evidente como
en el ensayo con RCK que se puede generar un buen ataque antitumoral aprovechando el
microambiente acido presente. Recordando que es indispensable ajustar pH del entorno
para asi garantizar el mejor y mayor efecto antitumoral posible.
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Morfologia y tinciéon PAS (glicoproteinas) en este ensayo: Co-CpH HTB125-126
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4 CONCLUSIONES

v La relacion molar 1:2 de la vitamina C o la Ribosa frente al Bicarbonato de Potasio
en ensayos in vitro en las células HTB125 evidencia:
- Efecto protector de RK en todas las caracteristicas evaluadas.
- Efecto protector se ve disminuido a pHA por no tener la fuerza buffer necesaria
para mantener el pH fisiolégico alcalinizado.

v" La relacion molar 1:2 de la vitamina C o la Ribosa frente al Bicarbonato de Potasio
en ensayos in vitro en las células HTB126 evidencia:

- Efecto de citotoxicidad de RK en las caracteristicas de pH B y C evaluadas. En
el pH A benéeficia la proliferacion porque optimiza el pH con respecto al control.

- El pH con mejor resultado en citotoxicidad, generacion de células muertas y
disminuciéon de la proliferacion para las células HTB126 es pHC para el
tratamiento con RK'y pHB para el RCK. Es indiscutible la importancia de mantener
el pH fisiolégico normal alcalinizado al tratar la linea celular HTB126 para
garantizar un mejor efecto citotdxico antitumoral de los tratamientos con RCK 'y
RK.

v El pH con mejor resultado en citotoxicidad en el ensayo in vitro de Co-CpH HTB125-
126 tratado con RCK 42,6mM, en cuanto a generacion de células muertas y
disminucion de la proliferacion para las células tipo HTB126, es el pHC. El pH A
evidencia alta toxicidad en las dos lineas celulares, HTB125 y HTB126, con alto
indice de apoptosis en el control y una adaptabilidad al medio acidico en el t144h con
mayor presencia de células sanas en este tiempo para la condicion tratada y en el
pH B en la condicion tratada es donde mejor se controla el numero de células vivas
en suspension del sobrenadante en todos los tiempos.

v El pH con mejor resultado en citotoxicidad en el ensayo in vitro de Co-CpH HTB125-
126 tratado con RK 125mM, en cuanto a generacion de células muertas y disminucion
de la proliferacion para las células tipo HTB126 es pHC. El pH A evidencia alta
toxicidad en las dos lineas celulares, HTB125 y HTB126, evidenciando alto indice de
apoptosis en el control. Es indiscutible la importancia de mantener el pH alcalinizado
para combatir a la linea celular HTB126 triple negativo, para asi poder garantizar un
mejor efecto citotdxico antitumoral del tratamiento con RK125mM.
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