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RESUMEN

El cancer es un gran conjunto de enfermedades, todas caracterizadas como un
desorden celular, en el cual células transformadas crecen y proliferan
anormalmente y tienen el potencial de diseminarse e invadir tejidos sanos en el
cuerpo. Estas células poseen 8 caracteristicas biol6gicas adquiridas durante el
proceso de progresion tumoral, dentro de las que se encuentra alterada la
bioenergética celular. Las células cancerosas tienen una alta capacidad para
reprogramar su metabolismo frente a cambios en la disponibilidad de sustratos o
estrés metabdlico, siendo una respuesta adaptativa que promueve la sobrevida
celular. La anormalidad metabdlica mejor caracterizada en células tumorales es
el efecto Warburg, que limita la produccion de energia principalmente a glicolisis
en presencia de oxigeno. Sin embargo, se ha demostrado que el metabolismo
oxidativo mitocondrial también tiene un papel fundamental en la tumorigénesis.
Existe poca informacién respecto al rol del metabolismo mitocondrial en los
procesos de migracion e invasion de la cascada metastasica. Evidencia reciente
demuestra que al interferir el metabolismo mitocondrial dependiente de calcio
(Ca?*) se puede reducir la migracion e invasion a la matriz circundante de células
tumorales. Los receptores de IP3 (IP3R) son los principales canales de Ca?*
responsables de su liberacién desde el reticulo endoplasmico (RE) y de la
comunicacion de éste con la mitocondria, en donde el Ca?* permite el
mantenimiento de la bioenergética celular. La disrupcion de esta comunicacion
RE-mitocondria genera una crisis bioenergética que activa una respuesta
autofagica, y que reduce la capacidad de sobrevida y proliferacion de células
tumorales. Para estos estudios se ha utilizado un inhibidor competitivo del IP3R
llamado Xestospongina B (XeB), un compuesto natural de dificil obtencién y
purificacion, por lo que se han sintetizado nuevos compuestos similares, cuyo
efecto sobre células tumorales permanece aun sin estudiar. El propdsito de este
trabajo es determinar si estos compuestos muestran propiedades similares a
XeB. Para esto se evaluaran sus efectos sobre respiracion celular, viabilidad,
migracion e invasion en lineas celulares de cancer de mama. Se espera que tal
como XeB natural, los compuestos sintéticos reduzcan la migracion e invasion de
manera especifica en células de cancer de mama.



1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales

El cancer es la segunda causa de muerte en todo el mundo, y es
responsable de un estimado de 10 millones de muertes en 2020. A nivel mundial,
aproximadamente 1 de cada 6 muertes se debe al cancer [1]. Se proyecta un
crecimiento significativo en las cifras hacia el final de la siguiente década, debido
principalmente al crecimiento y envejecimiento de la poblacion mundial. En este
contexto, se espera que, al no existir una mejora sustancial en el control del
cancer, la cifra de defunciones aumente a 16.3 millones de muertes a nivel
mundial en el afio 2040 [2]. Aunque el cancer es considerado como una
enfermedad propia de paises desarrollados, el 74.9% del total de las muertes por
esta enfermedad ocurren en paises de bajos y medianos ingresos, los cuales se
encuentran principalmente en Africa, Asia y América Latina [3]. En Chile, los
tumores malignos son la segunda causa de muerte después de las enfermedades
cardiovasculares (27,9% del total de muertes en 2018). Sin embargo, en regiones
como Arica y Parinacota, Tarapaca, Antofagasta, Maule, Biobio, Los Lagos y
Aysén, la mortalidad por cancer es la primera causa de muerte. Se proyecta que

para el afio 2023, el cancer sera la primera causa de muerte en el pais [4].

El cancer de mama es el cancer mas comun en el mundo (en términos de
nuevos casos diagnosticados), y es el mas comun en mujeres con 2,26 millones

de nuevos casos diagnosticados en 2020. Esto representa aproximadamente el



12% de todos los nuevos casos de cancer y el 25% de todos los canceres
diagnosticados en mujeres [5]. En el mundo, el cancer de mama es la quinta
causa mas comun de muerte por cancer, con 685.000 muertes aprox. en 2020.

En Chile es la primera causa de muerte por cancer en mujeres [6].

El cdncer de mama es considerado un cancer muy heterogéneo en
términos genéticos y clinicos. Existe un alto grado de diversidad entre y dentro
de los tumores, asi como también entre los pacientes de cancer, y todos estos
factores en conjunto determinan el riesgo de progresion de la enfermedad y la
resistencia terapéutica [7]. Clinicamente, los canceres de mama se clasifican en
tres tipos basados en sus propiedades inmunohistoquimicas. Estos tipos son los
canceres de mama positivos para receptores de hormonas (receptores de
estrogeno positivos (ER+)/receptores de progesterona positivos (PR+)), receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano 2 positivos (HER2+) y canceres de
mama triple negativos (ER-, PR-, HER2-) [8]. Las estrategias terapéuticas
tradicionales se guian por el estado de expresion de estos receptores, ya que el
crecimiento de los canceres de mama esta estrechamente regulado por las
hormonas que interactian con los receptores de estrégeno y progesterona, asi

como por factores de crecimiento que interactian con los receptores HER-2 [9].

La mayoria de las muertes por cancer de mamay por otros tipos de cancer
no se deben al tumor primario en si, sino que son el resultado de la metastasis a

otros 6rganos del cuerpo como pulmon, higado, huesos y cerebro [10]. Es esta



naturaleza sistémica de la enfermedad y la resistencia de las células tumorales
diseminadas a los agentes terapéuticos existentes lo que explica que mas del

90% de las muertes por cancer sean atribuibles a metéstasis [11].

La cascada metastasica consiste en una serie de pasos secuenciales que
incluyen: (i) infiltracién local de células tumorales en el tejido adyacente, (ii)
intravasacion o migracion transendotelial de células cancerosas en vasos
sanguineos Y linfaticos, (iii) evasion de la respuesta inmune y supervivencia de
las células tumorales circulantes, (iv) extravasacidn o migracion en capilares
distantes e (v) invasion y luego proliferacion en tejido normal que conduce a la
colonizacion [12]. El campo de la investigacion de la metastasis tiene mas de 100
afios. Establecer los mecanismos biolégicos del proceso metastasico de principio
a fin es crucial para encontrar ventanas terapéuticas abiertas para intervenciones
exitosas. Comprender mejor la dindmica y evolucién de este proceso ayudara a
identificar los objetivos de las terapias moleculares que pueden detener o

posiblemente revertir el crecimiento y la metastasis del cancer [13].

1.2 Cancer y metabolismo mitocondrial

Comprender los cambios metabdlicos relacionados con la metastasis es
fundamental, ya que el metabolismo no solo implica la generacion de energia e

intermediarios biosintéticos, sino que desempefia un rol central en la sefializacién



celular [14], en la regulacion epigenética [15] y en la interacciéon con el

microambiente celular [16].

Bajo condiciones fisiologicas y en presencia de oxigeno, las células no
tumorales metabolizan glucosa para formar piruvato, a través de la glicdlisis en
el citosol, y posteriormente el piruvato es oxidado a diéxido de carbono en el ciclo
de Krebs, generando equivalentes reducidos, como nicotinamida adenina
dinucleotido reducida (NADH), que son utilizados por la cadena transportadora
de electrones en la membrana mitocondrial interna [17]. Este proceso genera un
gradiente de protones entre el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial,
gue produce un potencial de transmembrana mitocondrial (A¥m), el cual
finalmente permite el funcionamiento del complejo enzimatico productor de
adenosin trifosfato (ATP), la ATP sintasa. Este proceso es llamado fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) [18]. La OXPHOS es responsable de producir cerca del 90%
del ATP en la mayoria de las células [19]. En cambio, en condiciones anaerobias,
las células favorecen la glicdlisis, en la cual se reduce la glucosa hasta lactato en
el citosol. Este proceso genera ATP de manera poco eficiente, ya que se produce
casi 20 veces menos ATP por unidad de glucosa que la cantidad que se puede

producir a través de su oxidacion completa a CO2 en las mitocondrias [20].

En el caso de las células tumorales de muchos tipos de cancer, aun en
presencia de oxigeno muestran una alta dependencia de glicdlisis para mantener

los niveles de ATP intracelulares, mediante una alta velocidad de captacion de



glucosa. Este fendmeno descrito por Otto Warburg en 1956 es conocido como
“efecto Warburg” [21] [22] [23]. Esta alteracion del metabolismo energético celular
en células cancerosas, que afecta la funcién mitocondrial, es un aspecto primario
y fundamental para promover la transformacion maligna, la invasion y la
metastasis, y es considerada una de las caracteristicas distintivas (“hallmarks”)

del cancer [24].

Warburg formulé la hipétesis de que esta alteracion del metabolismo era
especifica de las células cancerosas, y que de esta manera el cancer se origina
de defectos mitocondriales irreversibles que llevan a un aumento compensatorio
de la glicélisis aun en presencia de oxigeno [25], pero la creciente evidencia
reciente indica que la mayoria de las células cancerosas dependen de la
reprogramacion del metabolismo mitocondrial, de la regulacién de la homeostasis
redox y de la biogénesis y dinamica mitocondrial para la supervivencia y

progresion tumoral [26] [27] [28].

La reprogramacion metabdlica en el cancer consiste en una alteracion en
la utilizacion de metabolitos y en la sintesis de componentes celulares, que surge
como una respuesta adaptativa ante la hipoxia y baja disponibilidad de nutrientes,
promoviendo el crecimiento continuo y la proliferacion descontrolada que
caracterizan al cancer [29]. Algunos de los cambios mas notables de la
bioenergética celular tumoral incluyen el aumento en la tasa glicolitica, aumento

en el flujo glutaminolitico, aumento del metabolismo de aminoacidos vy lipidos,



potenciacion de la biogénesis mitocondrial, induccién de la via de la pentosa

fosfato y biosintesis de macromoléculas [30] [31].

Ademas de su papel en la produccion de ATP, las mitocondrias tienen un
rol critico en la biosintesis de componentes celulares, en el control de la
homeostasis redox y de calcio (Ca?*), en la regulacién transcripcional y en
procesos de muerte celular, esenciales en la tumorigénesis [32]. La mantencién
del metabolismo oxidativo mediante una alta captacion de glutamina, que
contribuye con la mayor parte del carbono al ciclo de Krebs en cancer, mantiene
una cantidad sustancial de citrato y malato para la biosintesis de lipidos y
nucledtidos, respectivamente, ademas de proporcionar un suministro adicional
de poder reductor (NADH). Ademas, la activacion con glutamina del ciclo de
Krebs ayuda a mantener el potencial de membrana mitocondrial (A¥Wm), evitando
la apertura del poro de transicion de permeabilidad y la liberacion de factores pro-
apoptéticos [33]. Por otra parte, el metabolismo oxidativo mitocondrial genera
especies reactivas de oxigeno (ROS) que son necesarias para la activacion
Optima de las vias de sefializacion necesarias para la proliferacion y migracion

celular [34] [35].

Ademas, hasta ahora se ha determinado que muchos de los principales
supresores de tumores y oncogenes tienen conexiones fundamentales con las
enzimas y vias metabolicas asociadas con el metabolismo mitocondrial para la

mantencion de la progresion tumoral [36] [37] [38] [39]. Por lo tanto, las



mitocondrias constituyen un blanco prometedor para el desarrollo de nuevos

agentes contra el cancer.

1.3 Seifializacion de Ca?* mitocondrial y Receptores de IP3

La homeostasis del Ca?* es fundamental para el metabolismo celular, la
proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular [40]. La regulacién del Ca?* por
las mitocondrias es un aspecto clave en la fisiologia celular; ya que tiene un rol
en la produccién de energia para procesos celulares, en tamponar y controlar
aumentos de Ca?* citosdlicos, y también en la determinacion del destino celular
al desencadenar o prevenir la apoptosis [41]. Cada vez mas estudios describen
gue la homeostasis del Ca?* intracelular esta alterada en las células cancerosas,
y que este juega un papel importante en la progresién del cancer al promover la
proliferacion, la angiogénesis, la migracion y la resistencia a la apoptosis [42] [43]

[44].

El Ca?* es el segundo mensajero mas abundante en el cuerpo humano,
cumplen diversos roles en la fisiologia celular, incluyendo la regulacion de la
expresion génica, el control del ciclo celular, la motilidad celular, autofagia y
apoptosis entre otros [45]. Las sefiales de Ca?* estan altamente reguladas
temporal y espacialmente dentro de los compartimentos celulares. Ya que el Ca?*

citosodlico libre se mantiene en muy bajas concentraciones (~100 nM), una



pequefia fraccion de Ca?*, ya sea mediante la liberacion desde organelos
intracelulares como el RE, lisosomas y aparato de Golgi (>100 uM) o por la
entrada desde la reserva extracelular (~1 mM) puede generar sefiales marcadas
gue activan cascadas de sefializacion rio-abajo [46] [47]. De esta manera, las
sefiales de Ca?" pueden regular diversos procesos celulares mediante la
generacion de microdominios de Ca?*, es decir altas concentraciones localizadas
en sitios donde el Ca?* ingresa al citoplasma, ya sea en la superficie celular o
desde reservas internas [48]. Estos microdominios se encuentran
inmediatamente alrededor de aperturas intracelulares de canales de Ca?*, como
es el caso de los microdominios cercanos a los receptores de inositol 1,4,5-

trisfosfato (IP3R) presentes principalmente en el reticulo endoplasmico [49] [50].

El Ca?* intracelular se almacena principalmente en el lumen del RE, desde
donde se libera al citoplasma a través de IP3Rs y receptores de rianodina (RyR),
estos ultimos presentes principalmente en células excitables como neuronas y
células musculares [51]. La transferencia eficiente de Ca?* desde el RE hacia la
mitocondria es posible gracias a la proximidad espacial dindAmica que existe entre
estos dos organelos, que permite el acoplamiento estructural y funcional que se
conoce como sitios de contacto mitocondria — reticulo endoplasmico (MAM, del
inglés mitochondria associated membranes) [52] [53] [54]. Estas MAM se definen
como regiones de membrana del RE que se encuentran en una aposicion
cercana (10-50 nm) a las mitocondrias [55], distancia que permite a las proteinas

del RE asociarse directamente con proteinas y lipidos de la membrana

8



mitocondrial externa. Es en estos sitios de contacto donde se pueden generar
altas concentraciones localizadas de Ca?* que facilitan su transporte hacia la

mitocondria [56].

De esta manera, cuando se libera del RE a través del IP3R, el Ca?* primero
atraviesa la membrana mitocondrial externa a través del canal anidnico
dependiente de voltaje (VDAC) [57] [58], pasa al espacio intermembrana y luego
el complejo uniportador mitocondrial de calcio (MCUC) [59] [60] lo transporta a
través de la membrana mitocondrial interna hacia la matriz mitocondrial (Figura

1).

~— MAM

=

Mocondria/'

Figura 1: Transferencia de Ca?* entre RE-mitocondria a través de IP3R. El receptor
de IP3 (IP3R) se activa al unirse IP3, generando la liberacién de Ca?* desde el reticulo

endoplasmico (RE) al citosol. Debido a la proximidad del RE y la mitocondria, dada por



los sitios de contacto mitocondria — reticulo endoplasmico (MAM), se forman
microdominios altamente localizados y concentrados de Ca?', que facilitan su
transferencia a la mitocondria. EI Ca?* primero ingresa a la mitocondria a través del canal
de aniones dependiente de voltaje (VDAC) en la membrana mitocondrial externa y luego
el uniportador de calcio mitocondrial (MCUC) lo transporta a través de la membrana

mitocondrial interna.

Los IP3R constituyen una familia de canales activados por inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3), un segundo mensajero que se activa rio abajo de la activacion
de receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Los IP3R presentan tres
isoformas (IP3R tipo 1, 2 y 3) [61] y son uno de los principales canales de
liberacién intracelular de Ca?* en células no excitables, incluidas muchas células
cancerosas [62]. La liberaciéon de Ca?* desde el reticulo endoplasmico a través
de los IP3R regula numerosas funciones celulares, como la transcripcion génica,

proliferacion celular, autofagia, secrecion y motilidad [63] [64].

La sefializacion de Ca?* mediada por IP3R también regula el metabolismo
celular y la bioenergética, principalmente por la entrada del Ca?* liberado a la
mitocondria, el cual es un cofactor de enzimas limitantes de la velocidad del ciclo
de Krebs como la isocitrato deshidrogenasa (IDH), la a-cetoglutarato
deshidrogenasa (aKGDH), y activa indirectamente al complejo piruvato

deshidrogenasa (PDH) mediante la regulacion de su estado de fosforilacion al

10



estimular la piruvato deshidrogenasa fosfatasa (PDP) [65]. Asi, se requiere la
presencia de Ca?* en la matriz mitocondrial para una suficiente produccién de

NADH y ATP [66].

Se ha descrito que bajos niveles de la liberacion constitutiva de Ca?*
mediada por IP3R son esenciales para la mantencioén de niveles basales de
OXPHOS y produccion de ATP en una gran variedad de tipos celulares, incluidas

lineas celulares de cancer [67] [68].

En ausencia de esta transferencia constitutiva de Ca?* desde ER a
mitocondria, se induce un estrés metabdlico en el cual disminuyen los niveles de
ATP, y que es compensado mediante la induccion de la autofagia como un
mecanismo esencial de supervivencia, que es independiente de mTOR [69] pero
dependiente de la activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)

[70].

Esto ocurre debido a que en todos los tipos de células, la inhibicion de la
captacion constitutiva de Ca?* por la mitocondria induce un estado de estrés
bioenergético que resulta en una reprogramacion del metabolismo, similar al que
se produce por disminucion de nutrientes, a pesar de la disponibilidad de éstos y

al aumento de su asimilacion [67].

En células tumorales, se ha demostrado que la interrupcién de esta
comunicacion RE-mitocondria, ya sea blogueando la liberacién de Ca?* mediada

por IP3R o bloqueando la captacion de Ca?* mitocondrial, induce un estrés
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metabdlico similar al generado en células normales; sin embargo, la activacion
de la autofagia como mecanismo de supervivencia, es insuficiente en células
cancerosas cuando existe el bloqueo de esta comunicacién, de modo que
mueren por necrosis al continuar el proceso de mitosis [68]. De esta manera, la
transferencia constitutiva de Ca?* a la mitocondria mediada por IP3R es esencial

en el mantenimiento de la viabilidad de las células cancerosas.

1.4 Rol del Ca?* en migracion e invasion

El Ca?* es un regulador crucial de la migracion celular, un proceso esencial
para una serie de funciones fisiolégicas que incluyen el desarrollo embrionario
[69], la inmunidad [71] y la cicatrizacion de heridas [72]. Este proceso esta
controlado por diferentes efectores reguladores, que orquestan la remodelacion

de la arquitectura del citoesqueleto [73].

Se ha establecido que el Ca?* citoplasmatico es un regulador clave de la
migraciéon celular ya que las oscilaciones en el Ca?* citosélico activan la
remodelacion del citoesqueleto, la contraccion de la actina y las adhesiones
focales necesarias para el movimiento celular [74] [75]. Durante la migracion, las
células se polarizan y exhiben un gradiente citosélico de Ca?* con una baja
concentracion de Ca?' en el borde anterior de la célula [75] [76]. Esta baja

concentracion de Ca?* permite que los diferentes componentes de la maquinaria
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de migracion celular respondan a pulsos locales de cambios intracelulares de
Ca?*. Estudios recientes han mostrado que los microdominios transitorios y
localizados de altas concentraciones de Ca?* son mas activos en la parte frontal

de las células en migracién [77].

Las vias de sefalizacion reguladas por Ca?* citoplasmico son criticas
también para regular la migracion e invasion celular en células tumorales, en las
cuales esta sefalizacion se remodela de una manera que promueve la
renovacion de las adherencias focales, favorece las fuerzas contractiles y facilita
la protedlisis de los componentes de la matriz extracelular (MEC) [78]. Aunque el
papel del Ca?* citosolico en la migracion celular esta bien establecido, la funcién
del Ca?* mitocondrial y la dinAmica RE-mitocondria en migracion e invasion solo

han surgido recientemente [79] [80] [81]*.

A nivel de RE y mitocondrias, los niveles de expresion de proteinas que
regulan la sefializacién de Ca?*, incluyendo VDAC1, IP3R y SERCA, a menudo

se alteran en las células cancerosas [82].

Por ejemplo, los niveles de expresion de VDACL1 estan correlacionados
con el crecimiento tumoral y la invasién en varios tipos de cancer [83], como el
cancer de pulmoén de células no pequefias y cancer de cuello uterino [84] [85].
Por otro lado, estudios sugieren que la sobreexpresion de IP3R tipo 3 en
carcinoma colorrectal y en glioblastoma se correlaciona con la metéstasis y la

supervivencia del paciente [86] [87] [88]. Ademas, varios estudios han descrito
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gue la expresion de MCU se correlaciona con un mal pronéstico, comportamiento
invasivo y metastasis en cancer de mama [89]. Recientemente, Tosatto et al.
demostraron que el silenciamiento de MCU disminuye la migracion y la
metastasis a través de un mecanismo que implica directamente una reduccién de
la entrada de Ca?* a la mitocondria [90], y que incluye un aumento en la relacién
NAD(P)H/NADH, cambiando la capacidad antioxidante de la célula y

disminuyendo los niveles de ROS mitocondrial [91].

1.5 Xestospongina B e inhibicion de IP3R

Actualmente existen diferentes estrategias utilizadas en el tratamiento del cancer,
las cuales se aplican dependiendo del tipo de cancer y su etapa de avance. Los
tratamientos mas comunes hoy en dia consisten en cirugia de tumores,
guimioterapia, radioterapia, terapia dirigida e inmunoterapia; los que pueden
aplicarse unicamente o en combinacion dependiendo del caso. La quimioterapia
y la radioterapia pueden causar efectos adversos severos ya que afectan no solo
a las células cancerosas sino también a las sanas [92]. Para desarrollar terapias
anticancerigenas efectivas, se debe considerar el microambiente del tumor, ya
gue comprende no solo las células cancerosas sino también a los tejidos sanos
circundantes. Es por ello que se propone el uso de tratamientos de origen natural
con baja toxicidad sobre tejidos sanos como una posibilidad para desarrollar

estrategias mas efectivas con menos efectos secundarios [93].
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En este campo, el entorno marino, con su rica variedad de organismos, es
una inmensa fuente de potenciales nuevos compuestos con actividad antitumoral
[94]. Entre esta diversidad de organismos marinos, las esponjas son actualmente
una de las fuentes mas ricas de compuestos activos contra el cancer que se
encuentran en los ecosistemas marinos [95]. Para sobrevivir en el complejo
ambiente marino, la mayoria de las especies de esponjas han desarrollado
mecanismos quimicos para defenderse de la depredacién. Dicha adaptacion
guimica produce muchos metabolitos secundarios biolégicamente activos con

actividad citotoxica en células tumorales [96].

Las Xestosponginas son un grupo de alcaloides macrociclicos bis-1-
oxaquinolizidinas extraidos desde esponjas marinas del género Xestospongia
[97] [98]. Estos compuestos han sido estudiados por ser potentes inhibidores,
permeables a la membrana, de la liberacion de Ca?* mediada por IP3 desde el
RE [99] [100]. Existen varios isdmeros de xestospongina (xestospongina A, B C,
D, y demetilxestospongina B), todos con propiedades inhibitorias similares
presentando ICso que varian desde 358 nM hasta 5,9 yM [99]. Sin embargo, el
uso de estos compuestos ha sido limitado principalmente a la xestospongina C

(XeC) (Figura 2) [101] [102] .

Entre estos compuestos derivados estructuralmente relacionados, XeC es
el inhibidor mas potente de la liberacion de Ca?* desde el RE, mediada por el

IP3R [99] [103], con un ICso de 358 nM, el cual es 30 veces menor que el ICso
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para el receptor de rianodina, un canal liberador de Ca?* del reticulo
sarcoplasmico [100]. Se ha descrito que bloquea reversiblemente el eflujo de

Ca?* inducido por bradiquinina y carbacol desde las reservas del RE [99].

El sitio de accion exacto de las xestosponginas no ha sido bien definido.
De hecho, se ha descrito que XeC bloquea la sefializaciéon de Ca?* mediada por
IP3, pero sin interactuar con el sitio de union de IP3 (96). Ademas, varios estudios
han evidenciado que XeC tiene poca especificidad, ya que actua inhibiendo la
Ca?* ATPasa [97], y también inhibe los canales de Ca?* y K* voltaje-dependientes
de la membrana plasmatica a concentraciones similares a las cuales inhibe al
receptor de IP3, por lo que sélo se considera como un inhibidor selectivo del IP3R
en células permeabilizadas y no en células con membrana plasmética intacta [98]

[104].
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XeB XeC

Figura 2: Estructuras quimicas de XeB y XeC. XeB difiere de XeC por la
estereoquimica de los anillos (cis en XeB y trans en XeC). XeB también tiene un grupo
hidroxilo en uno de los anillos de oxaquinolizidina y un metilo en el otro. Fuente: Imagen

tomada desde Jaimovich et al., 2005.

Por otro lado, en un estudio realizado por Jaimovich, et al. se ha descrito que la
xestospongina B (XeB) (Figura 2) interactia con el sitio de unién de IP3 de
manera concentracion-dependiente [105]. De esta manera, XeB, dependiendo
de la dosis, bloquea las sefiales de Ca?* inducidas por bradiquinina, y también
bloquea selectivamente la sefial intracelular de Ca?* lenta inducida por la
depolarizacion de membrana con altas concentraciones externas de K* en

células musculares. Esta lenta sefial de Ca?* involucra receptores de IP3, los
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cuales son inhibidos por XeB. También se demostr6 que XeB no afecta a la
bomba de Ca?". De esta manera se determind que XeB es un inhibidor
competitivo de receptores de IP3, efectivo y permeable a la membrana, tan

potente como la XeC y que actla de manera especifica [105].

En trabajos recientes ha sido descrito que la inhibicion farmacoldgica de
IP3R con XeB induce muerte celular selectiva de células cancerosas [68] [106].
Esto es debido a que como se mencion0 anteriormente, en células no tumorales
la induccion de autofagia, mediante la generacién de una crisis bioenergética
luego de la inhibicion de IP3R, es suficiente para sostener la supervivencia
celular; sin embargo, en células cancerosas el aumento en la autofagia no es
suficiente para la supervivencia celular, resultando en muerte mediada por

necrosis [68].

Este efecto anti-tumoral de XeB deriva de su efecto al reducir la respiraciéon
celular, producto de la disminucién en la transferencia de Ca?* desde el RE a la
mitocondria; no obstante, dada la complejidad de su extraccion y purificacion al
ser un compuesto natural de origen marino, su uso experimental es bastante
limitado. Debido a esto, en el laboratorio del Dr. Armen Zakarian se han
desarrollado cuatro nuevos compuestos sintéticos con estructuras quimicas
similares conteniendo pequefias modificaciones respecto de la molécula parental
(XeB) [107]; sin embargo, no se ha realizado un estudio de relacion estructura-

actividad y del efecto anti-tumoral de estos compuestos.
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Es por esto que el principal objetivo de este trabajo es determinar si estos
compuestos sintéticos similares a XeB, que seran mencionados en este trabajo
como “xestoides”, presentan propiedades similares al de XeB natural en células
de cancer, lo cual aun no ha sido descrito. Para esto, se estudiaran en su efecto
sobre la respiracion celular y la viabilidad, migracion e invasion celular en células

de cancer de mama.
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2. HIPOTESIS

Los compuestos sintéticos similares a XeB inhiben la salida de Ca?* desde el
reticulo endoplasmico, alteran la bioenergética mitocondrial e inducen un efecto
citotoxico, anti-migratorio y anti-invasivo selectivo en lineas celulares derivadas

de cancer de mama.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los compuestos sintéticos similares a XeB sobre la

viabilidad, migracion e invasion en lineas celulares de cancer de mama.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Determinar el efecto sobre la viabilidad y proliferacion de los cuatro
compuestos similares a XeB sobre la linea celular de mama no-tumoral
MCF10A y en las lineas celulares derivadas de cancer de mama MCF7,
ZR75-1, MDA-MB231 y BT549, identificando el compuesto con mayor

selectividad en su efecto.
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4.2

4.3

4.4

Analizar el efecto de los compuestos sintéticos similares a XeB sobre la
sefalizacion intracelular de Ca?* en la linea celular de cancer de mama

MDA-MB-231.

Evaluar el efecto de los cuatro compuestos sintéticos similares a XeB sobre
la bioenergética mitocondrial en la linea celular de mama normal MCF10A
y en las lineas celulares derivadas de cancer de mama MCF7, MDA-MB231

y BT549.

Evaluar el efecto de los compuestos similares a XeB sobre la migracion e
invasion celular en lineas celulares de cancer de mama triple negativas

MDA-MB-231 y BT-549.

21



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos y Anticuerpos

Los reactivos que se utilizaron en este estudio como FCCP, Oligomicina A,
Rotenona y Antimicina A fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis,
MO, USA). Todas las soluciones de los compuestos en este estudio fueron
preparadas en dimetilsulféxido (DMSQO), a menos que se indique lo contrario.
Para fijar las concentraciones a las que son observados los efectos sobre la
viabilidad celular y estado bioenergético se realizaron curvas dosis-respuesta,

con concentraciones crecientes del compuesto (1-5-7,5-10-20 uM).

El compuesto Xestospongina B (XeB), extraido y purificado de la esponja marina
Xestospongia exigua, fue obtenido mediante una donacion del Dr. Jordi Molgo

(CNRS, Francia).

Los compuestos sintéticos similares a Xestospongina B (denominados
“xestoides” en este trabajo) fueron sintetizados en la Universidad de California
por el Dr. Armen Zakarian [107], y sus codigos de uso para este trabajo son: 54a,

52c, 52a, 297b.
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5.2 Cultivo Celular

Para todos los experimentos propuestos en los objetivos se usaron lineas
celulares derivadas de cancer de mama de origen humano MCF7, MDA-MB-231,
ZR75-1y BT549, las cuales retienen caracteristicas moleculares de los fenotipos
encontrados en mujeres con esta patologia (Tabla 1). Por otra parte, se utilizo la
linea celular de epitelio mamario no-tumoral humano MCF10A como control de
células no-malignas derivadas del mismo tejido que las lineas tumorales. Todas
las lineas celulares fueron obtenidas de American Type Culture Collection

(ATCC).

Tabla 1: Clasificacion molecular de las lineas de cancer de mama utilizadas.

Linea celular Inmunoperfil Clasificacion
ZR75-1 ER+, PR+/-, HER2+ Luminal B
MCF7 ER+, PR+/-, HER2- Luminal A
MDA-MB-231 ER-, PR-, HER2- Basal
BT549 ER-, PR-, HER2- Basal

ER, receptor de estrégeno; PR, receptor de progesterona; HER2, receptor del factor de

crecimiento epidérmico humano (Holliday & Spiers, 2011).
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Para todos los experimentos, las lineas celulares fueron cultivadas en medio de
cultivo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Hyclone, Logan, UT, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) (Hyclone), 1mM 1% de L-
glutamina (Invitrogen Santa Fe, México DF, México) y 1mM 1% de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen). Este medio de cultivo fue cambiado cada 3

dias o bien fuera necesario, y las células se incubaron con 5% CO: a 37°C.

5.3 Ensayo de viabilidad celular

La muerte celular se determiné mediante la incorporacion de yoduro de propidio
(PI, Molecular Probes ®) por citometria de flujo. Se colect6 el medio de cultivo de
cada pocillo en un tubo eppendorf para preservar las células muertas presentes
en el medio. Las placas fueron lavadas con PBS, siendo colectado en los tubos
eppendorf respectivos. Cada tubo se centrifugé a 2500 rpm por 5 min a 4°C y el
sobrenadante se descarta. A cada pocillo, se agreg0 tripsina para desprender las
células adheridas y posteriormente se colectaron en los tubos eppendorf
respectivos. Las células fueron resuspendidas en una solucion de PI (5 mg/mL)
en PBS 1X y se traspasaron a tubos BD para citometro. La fluorescencia fue

detectada mediante un citdmetro de flujo BD FACSaria lll.
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5.4 Mediciéon de sefales de Ca?* citoplasmico

Las células fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio de 25 mm y se cargaron
con Fluo-4/AM 5 uM (30 min) en medio extracelular sin Ca?* como ha sido
descrito previamente (Madesh et al., 2005). Los cubreobjetos se montan en un
microincubador de perfusion abierto (PDMI-2; Harvard Apparatus) a 37°C y se
toman imagenes en microscopio confocal. Después de 10 segundos de medicidn
de [Ca?*]c basal, se agrega al medio extracelular ATP-Mg (100 uM) y se registra
el aumento transitorio de florescencia mediante imagenes cada 3 s (510 Meta;
Carl Zeiss, Inc.) a una excitacion de 488 y 561 nm utilizando un objetivo de aceite
de 63X. Las imagenes se analizaron y cuantificaron usando ImageJ (NIH)

(Hawkins et al., 2010; Madesh et al., 2005; Mallilankaraman et al., 2011).

5.5 Ensayo de migracion transwell

El ensayo se realiz6 en cadmaras de Boyden segun lo descrito por Torres et al
[108]. Brevemente, las células (5x10%) se resuspenden en medio libre de sueroy
se siembran en la parte superior de una camara de Boyden. En la parte inferior
de la camara se agrega medio suplementado con 10% de FBS. La membrana de
la cAmara de Boyden fue pre-tratada con fibronectina 2 pg/mL por 24 h previo al

ensayo. Luego de 2 h, la camara se removio, lavo y se marcaron las membranas
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con cristal violeta 0,1% en metanol para fijar y tefiir las células, luego se contaron

en un microscopio invertido (Figura 3) [109].

5.6 Ensayo de invasién celular

Para generar los esferoides celulares se siembran 10.000 células/200 ul en
medio de cultivo con 10 pg/mL colageno I, en placas de 96 pocillos pre-tratadas
con una solucion de agarosa al 1%. Luego las placas se centrifugan a 1000 rpm
por 10 min para formar agregados celulares, que luego de entre 4 a 7 dias dan
forma a esferoides. Para implantar los esferoides se pre-tratan placas de 12
pocillos con 2,2 mg/mL colageno I, y luego se agregan 500 ul de una solucién de
3 mg/mL colageno |, con MEM 10X y NaOH 0,1 M en hielo. Los esferoides se
depositan sobre esta matriz de colageno en frio, luego se completa la gelificacion
a 37°C por 20 min. Se agregan 500 uL de medio de cultivo sobre el gel formado,
de manera de tener 1 mL de volumen final por pocillo. El ensayo se realiza por
96 h en presenciade 5y 7.5 uM de xestoide y 5y 7.5 uM de XeB, registrandose

el progreso de la invasion obteniendo fotos cada 24 h (Figura 3) [110].
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and invasion assays. Journal of visualized experiments : JoVE, (88), 51046.

Figura 3: Ensayo de migracion e invasion en transwell. En la figura 3A se observa
un esquema del ensayo de migracién en transwell o camara de Boyden. Para ello se
ponen en la parte superior, células en medio libre de FBS, y en la parte inferior, medio
suplementado con 10% FBS. Las células migran hacia la parte inferior de la camara a
través de una membrana porosa. En la figura 3B se observa un esquema del ensayo de
invasion de esferoide en matriz 3D. Esferoides multicelulares se insertan en una matriz
similar a MEC, y luego se les agrega medio de cultivo por sobre el gel. Las células
invasivas se separan del agregado celular dando forma a proyecciones que crecen hacia

diferentes direcciones.
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5.7 Medicion del metabolismo en tiempo real

Seahorse XF96e Extracellular Flux Analyzer (Seahorse, Biosciences) fue usado
para medir el efecto de los compuestos similares de XeB sobre el metabolismo
de las lineas de cancer de mama y no-tumorales. XF96e puede medir
simultaneamente el consumo de oxigeno (Oxygen Consumption Rate, OCR), un
indicador de la respiracion mitocondrial y la acidificacion del medio extracelular
(ECAR), un indicador de la acidificacion por formacién de lactato reflejando la

actividad de la glicdlisis.

Un dia antes de iniciar los experimentos, las células fueron sembradas segun la
densidad establecida previamente (1x104 o 2x10* células) en placas de cultivo
XF96 e incubadas por 24 h a 37°C. Posteriormente, se estimularon con los cuatro
xestoides 1, 5, 7.5, 10 y 20 uM o con el vehiculo etanol por 24 h. Luego, cada
pocillo se lavé 3 veces con medio Seahorse (pH 7,4), y se dejara por 1 h en
incubadora sin CO2 a 37°C. Luego de la incubacion, el medio de cultivo fue
retirado, las células se lavan dos veces con medio Seahorse (pH 7,4), y se dejo

por 1 h en incubadora sin CO2 a 37°C. Luego, fue iniciado el experimento.

Se agregaron a los puertos A, B y C oligomicina 1 mM, FCCP 0,25 uyM y
antimicina 1 mM mas rotenona 1 mM, respectivamente. Pasado el tiempo, se

ponen las placas en el analizador de flujo extracelular Seahorse Bioscience.
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OCR y ECAR fueron medidos durante 3 minutos, seguido por 3 min de mezclado
y re-oxigenacion del medio. Tres mediciones de la velocidad basal fueron
realizadas previas a la inyeccion de los inhibidores o estimuladores de la
respiracion celular como se muestra en la Figura 4. De estas condiciones, los
siguientes parametros respiratorios se calcularon segun literatura (Hill et al.
2012): Respiracion basal, Respiracion acoplada a la sintesis de ATP
mitocondrial, Maxima respiracion mitocondrial y Capacidad de reserva

mitocondrial.
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Adaptado de: Hill, B. G., Benavides, G. A., Lancaster, J. R., Jr, Ballinger, S., Dell'ltalia, L., Jianhua, Z., &
Darley-Usmar, V. M. (2012). Integration of cellular bioenergetics with mitochondrial quality control and

autophagy. Biological chemistry, 393(12), 1485-1512.

29



Figura 4: Perfil de bioenergética celular obtenido usando Seahorse. Se observan
en el grafico los pardmetros fundamentales para medir la funcion mitocondrial:
Respiracion Basal, Fuga de Protones y Capacidad de Reserva. OCR: Velocidad de
consumo de oxigeno; Oligomicina: inhibidor de la ATP sintasa; FCCP: Protonéforo,
desacoplador de la fosforilacién oxidativa; Antimicina A y Rotenona: inhibidores de la

cadena transportadora de electrones de la mitocondria.

5.8 Expresion de resultados y andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados usando el software Graph Pad
Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, California USA). Los datos
experimentales son expresados como el promedio * desviacidbn estandar o
promedio + error estandar medio (X + SEM) de tres experimentos independientes
(N=3). Los andlisis estadisticos fueron realizados usando ANOVA de dos colas
con posterior test de Bonferroni o t-student para comparaciones de diferentes
condiciones. Los datos se consideran estadisticamente significativos cuando

p<0.05.

30



6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion del efecto de compuestos similares a XeB sobre la

viabilidad en lineas celulares de cancer de mama

Como primer acercamiento a evaluar los efectos de los analogos de XeB
sobre células tumorales de mama, se procedié a evaluar la viabilidad de las
células después de un tratamiento con los compuestos a distintas

concentraciones.

Lineas celulares de cancer de mama triple positivo (MCF-7, ZR-75-1), de
cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231, BT-549), y de tejido mamario no
tumorigénico (MCF10A) fueron tratadas con cada compuesto a concentraciones
crecientes de 1 a 20 pyM por 24h. La viabilidad celular fue determinada por
citometria de flujo mediante incorporacién de yoduro de propidio, debido a que la
inhibicion de la liberacién de calcio mediada por IP3 produce muerte por necrosis
(Céardenas et al., 2016). De forma similar a XeB (Figura 1A), los compuestos 297B
y 10B inducen muerte celular estadisticamente significativa en las lineas de
cancer de mama a 10 yM, sin afectar la viabilidad en la linea no tumorigénica

(Figuras 1By 1C).
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Respecto de los otros compuestos analizados, 52A no produce muerte
celular, y 54A tiene efecto citotdéxico sélo en una condicion y en una linea celular

(Figuras 1D y 1E).

Ademas, a 5y 7.5 pM los compuestos 297B y 10B no producen muerte en las
lineas de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 y BT-549, a diferencia de
las lineas de cancer de mama triple positivo MCF-7 y ZR-75-1, las cuales

comienzan a morir significativamente desde los 7.5 uM (Figuras 1By 1C).

Es por esto que, para evitar que los fenbmenos de migracion e invasion
evaluados en los siguientes objetivos sean interferidos por sefializacion asociada
a muerte, y asi esta no enmascare eventuales alteraciones de estos fenomenos,
se trabajarad con estos compuestos en las lineas triple negativas que son mas

resistentes a la muerte celular.
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Figura 1. Los compuestos 297B y 10B reducen la viabilidad en lineas celulares de
cancer de mama. (A) Efecto de XeB sobre la viabilidad en lineas de mama no-
tumorigénicas y tumorigénicas. (B) Efecto de 297B sobre la viabilidad en lineas de mama
no-tumorigénicas y tumorigénicas. Los datos se muestran como X £ SEM, N = 3. *p<0.05

y **p<0.001 comparado al control respectivo. (C) Efecto de 10B sobre la viabilidad en
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lineas de mama no-tumorigénicas y tumorigénicas. Los datos se muestran como X +
SEM, N = 3. **p<0.01 y ***p<0.001 comparado al control respectivo. (D) Efecto de 54A
sobre la viabilidad en lineas de mama no-tumorigénicas y tumorigénicas. Los datos se
muestran como X £ SEM, N = 3. *p<0.05 comparado a su respectivo control. (E) Efecto
de 52A sobre la viabilidad en lineas de mama no-tumorigénicas y tumorigénicas. La
incorporacion de yoduro de propidio (PI) fue determinada por citometria de flujo a 24h

de exposicion a cada compuesto. Los datos se muestran como X + SEM, N = 3.

6.2 Los compuestos sintéticos similares a XeB presentan actividad
inhibitoria de la sefial de Ca?* inducida por ATP en células de cancer

de mama MDA-MB-231

Para caracterizar el efecto de los compuestos sintéticos similares a XeB
en la sefalizacion de Ca?* intracelular, se utiliz6 el indicador de [Ca?']
citoplasmico fluorescente Fluo-4AM y las imagenes se obtuvieron por
microscopia confocal. Cuando las células se pretratan con XeB 5 uM durante 1
h, la estimulacién con ATP no logra inducir la liberaciéon de Ca?* transitoria
caracteristica observada en los experimentos de control como se muestra en la
Figura 2, obteniéndose un porcentaje de células con respuesta positiva a ATP de
s6lo 2.1% (Tabla 2). Un efecto similar se observa al pre-incubar las células con
el compuesto 10B, que muestra un porcentaje de células positivas de 4.1%, y en

menor medida con el compuesto 297B, con un porcentaje de células positivas de
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56.7%, y es posible observar esa disminucién en la sefial de Ca?* inducida por
ATP (Figura 2). El compuesto 54A a su vez, es capaz de disminuir el flujo de Ca?*
con un porcentaje de células con respuesta positiva a ATP de 68.8%. En cambio,

con el compuesto 52A no se observa una inhibicién significativa de esta sefial.

Tabla 2: Cuantificacién de células fluorescentes en respuesta a estimulo de Ca?*

Condicién Porcentaje de células con respuesta
experimental positivaa ATP

Control 96.1 +0.68

XeB 21+037™

10b 4.1+0.39™

52a 93.8+1.7Ns

54a 68.8+9.67 "

297b 56.7 +6.47™

Células MDA-MB-231 fueron incubadas por 1h con un determinado compuesto a 7.5 uM,
y luego estimuladas con ATP-Mg a 10 uM en ausencia de Ca?* extracelular. Los datos
se representan como X = SEM de 3 experimentos independientes. En cada experimento
se analizaron 200 células por condicion. ***p<0.001, *p<0.05, NS=no significativo relativo

al control.
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Figura 2: Los compuestos 10B y 297B disminuyen la sefial de Ca?* inducida por
ATP en células de cancer de mama. Células MDA-MB-231 fueron incubadas por 1h
con XeB, 297B, 10B, 54ay 52a a 7.5 uM, y luego estimuladas con ATP-Mg a 10 uyM en
ausencia de Ca?" extracelular. Los datos se representan como X * SEM de 3
experimentos independientes. En cada experimento se analizaron 200 células por

condicion. **p<0.001, *p<0.05, NS=no significativo relativo al control.

6.3 Elcompuesto 10B reduce el potencial clonogénico en lineas celulares

de cancer de mama

Una aproximacion que nos permite ver el efecto de los compuestos sobre
la proliferacion es el andlisis del potencial clonogénico de las células tratadas.
Ademas, podemos evaluar el efecto que tiene la muerte causada por los

compuestos sobre la proliferacion de estas células.

La formacion de colonias es un hallmark de las células cancerosas que
refleja su habilidad de proliferar indefinidamente (Munshi et at., 2005). Al igual
gue XeB, el compuesto 10B (5 y 7.5 uM, 14 dias) disminuye la formacion de

colonias en las células de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 (Figura 3).

Los compuestos 54A y 52A no afectan la capacidad clonogénica en estas lineas

celulares.
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Figura 3: El compuesto 10B disminuye el potencial clonogénico en las lineas
celulares de cancer de mama. Placas representativas de las lineas MDA-MB-231 y
MCF-7 tratadas con concentraciones crecientes de XeB, 10B, 54A 0 52A, junto al andlisis
cuantitativo del niumero de colonias (abajo). Las células fueron incubadas con el

compuesto por 14 dias, y luego fueron tefiidas con cristal violeta 0,2%. Los datos se
muestran como X + SEM, N = 2.
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6.4 Evaluacion del efecto de compuestos similares a XeB sobre la

bioenergética mitocondrial en lineas celulares de cancer de mama

Otro factor crucial para evaluar el efecto de los compuestos sobre las
células cancerosas en relacién a XeB, es el estudio del consumo de oxigeno de
estas células tratadas, ya que se conoce que XeB disminuye el consumo de

oxigeno basal en células tumorales de mama (Céardenas et al., 2016).

Para caracterizar el perfil bioenergético de las lineas celulares de cancer
de mama en presencia de cada inhibidor, las células fueron tratadas con los
compuestos a concentraciones crecientes por 24h, luego se utilizé el analizador
de flujo extracelular Seahorse XF96e para determinar la velocidad de consumo
de oxigeno (OCR) en condiciones de sustratos estandar (en presencia de
glucosa, glutamina y piruvato segun el requerimiento de cada linea celular).
Como se muestra en la Figura 4, de los cuatro compuestos, dos mostraron un
efecto reduciendo del OCR basal mitocondrial (297B y 10B), de manera similar a
XeB. En cambio, los otros dos compuestos (54A, 52A) no generan un efecto en

el consumo de oxigeno a las concentraciones utilizadas.

El efecto de estos compuestos activos en el consumo de oxigeno basal
mitocondrial fue dosis dependiente, con 7.5 yM como la minima concentracion

requerida para reducir significativamente el OCR basal.
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Figura 4. Efecto de los compuestos sintéticos en respiracién mitocondrial basal

de células de cancer de mama. (A) OCR basal de células MDA-MB-231 incubadas con
XeB. (B) OCR basal de células BT-549 incubadas con XeB. (C) OCR basal de células
MCF10A incubadas con XeB. (D) OCR basal de células MDA-MB-231 incubadas con los
compuestos 297B y 10B. (E) OCR basal de células BT-549 incubadas con los
compuestos 297B y 10B. (F) OCR basal de células MCF10A incubadas con los

compuestos 297B y 10B. Las células de mama fueron incubadas con los compuestos

por 24h y el OCR fue medido utilizando Seahorse XF96e Extracellular Flux Analyzer. Los
datos se muestran como X + SEM, N = 3. *p<0.05, **p <0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001

respecto al control respectivo.
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6.5 El compuesto 10B disminuye la migracién celular en las lineas

celulares de cancer de mama triple negativo

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la migracion e invasion,
se seleccionaron los compuestos que mostraron tener actividad similar a XeB en
su efecto sobre citotoxicidad y proliferacién, disminucién del flujo de Ca?* y en
bioenergética mitocondrial, es decir los compuestos 10B y 297B. Con fin de
estudiar la migracién celular se utilizé la aproximacidon experimental de transwell.
Lineas celulares de cancer de mama triple negativo fueron estimuladas con el
compuesto activo 10B por 24h, luego fueron sembradas en placas transwell y se
dejaron migrar por 2h. De forma similar a XeB, 10B a 7.5 yM disminuye
significativamente la migracién celular en las lineas altamente migratorias MDA-

MB-231 y BT-549 (Figura 5).
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Figura 5: Efecto del compuesto 10B en migracion de células de cancer de mama

triple negativo. (A) Efecto de XeB y 10B en migracion celular de células MDA-MB-231.
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(B) Efecto de XeB y 10B en migracion celular de células BT-549. Las células fueron
incubadas con XeB o con 10B por 24h, luego se sembraron en placas transwell y se
dejaron migrar durante 2h, luego de las cuales se tifieron con cristal violeta 0.2%. Los

datos se muestran como X + SEM, N = 3.

6.6 El compuesto 10B disminuye la invasion celular en la linea de cancer

de mama triple negativo MDA-MB-231

Para estudiar la invasion de células cancerosas, se han desarrollado y
utilizado diversos ensayos in vitro. Muchos ensayos in vitro comunes para evaluar
la invasion del cancer son bidimensionales (2D), los cuales no pueden replicar
las condiciones observadas en el entorno tridimensional (3D) del cuerpo humano.
Ademas, la monocapa de células utilizadas en los ensayos 2D no refleja las
interacciones dinamicas entre las células cancerosas del tumor primario y entre
las células tumorales y la MEC. Es por esto que se realizé un ensayo de invasiéon
de esferoides en matriz 3D, que es cuantificable y dependiente de la degradacion

en un entorno que imita el microambiente tumoral.

Esferoides multicelulares de células MDA-MB-231 fueron generados en un
medio con agarosa 1% y luego implantados en una matriz (gel) de colageno,
posteriormente fueron tratados con el compuesto 10B y XeB por 96 horas y cada

24 horas se documento el crecimiento mediante imagenes.
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Figura 6: Efecto del compuesto 10B en invasion en células de cancer de mama
triple negativo. (A) Imagenes representativas del efecto de XeBy 10Ba 5y 7.5 yM en
invasion de esferoides en la linea celular MDA-MB-231. (B) Cuantificacién de la invasion
de esferoides de células MDA-MB-231 estimuladas con XeBy 10Ba 5y 7.5 uyM. Los
esferoides fueron incubados por 96 h con XeB 0 10B, y cada 24 h se registré la invasion
en la matriz de colageno mediante imagenes. Los datos se muestran como X + SEM, N

= 3. **p <0.01, **p<0.001, ****p<0.0001 respecto al control respectivo.
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7. DISCUSION

Uno de los principales resultados de este estudio es la identificacion de un
nuevo compuesto sintético estructuralmente similar a XeB, que al igual que esta

molécula produce muerte celular selectiva en células de cancer de mama.

Como se mencioné anteriormente, se considera a XeB como inhibidor
competitivo del receptor de IP3 [105], por lo que se espera que interaccione con
el receptor en el dominio de unién a IP3 (IP3BD). La interaccion entre IP3 y el
IP3BD es dada por una serie de puentes de hidrégeno, formados por la
interacciéon entre los grupos fosfato de IP3 y residuos cargados positivamente
dentro del IP3BD, e interacciones hidrofébicas, por la interaccion del anillo inositol
de IP3 con residuos hidrofébicos en el IP3BD [111]. A su vez, la molécula de XeB
también tiene grupos funcionales que le permiten interactuar con el IP3BD
mediante puentes de hidrogeno e interacciones hidrofébicas, como lo son su
grupo hidroxilo, sus grupos éter, aminas y ciclos. La presencia de estos grupos
en los compuestos sintéticos similares a XeB, y sus variaciones estructurales
como lo son la apertura de ciclos, los hacen interactuar con IP3BD de manera

similar a XeB.

La transferencia constitutiva de Ca?* RE-mitocondria permite un estado
bioenergético celular 6ptimo, manteniendo el flujo a través del ciclo de Krebs para

sostener la fosforilacion oxidativa y la produccién de ATP. La reduccién de esta
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transferencia de Ca?* se traduce en una disminucién en la produccion de ATP y
en la activacion de AMPK, lo que promueve la autofagia como un mecanismo de

supervivencia. (Cardenas et al. 2010).

Esta transferencia constitutiva de Ca?* a la mitocondria es un requerimiento
esencial para la sobrevivencia de células tumorales. En ausencia de esta
comunicacion, ya sea como consecuencia de un bloqueo en la salida de Ca?*
mediada por IP3R o por un blogueo de la entrada de Ca?* a la mitocondria, se
genera una crisis bioenergética que es similar en células normales y en
tumorales. En respuesta a esta crisis se activa la autofagia, que permite a las
células normales sobrevivir, sin embargo, esta respuesta es insuficiente en
células tumorales, las cuales mueren por necrosis cuando atraviesan mitosis. La
muerte especifica de células cancerosas fue observada en lineas celulares
tumorigénicas humanas derivadas de cancer de mama, prostata, cérvix, hueso,
colon, rifidn, piel y cerebro; ademas, la inhibicion del IP3R redujo el crecimiento

de tumores in vivo (Cardenas et al. 2016).

Estos datos sugieren que las células cancerosas, debido a su dependencia
de OXPHOS vy el ciclo de Krebs para su viabilidad, tienen una dependencia
fundamental en la transferencia de Ca?* de RE a mitocondrias a través de la
activacion de deshidrogenasas dependientes de Ca?* que mantienen pasos clave

en el ciclo de Krebs y OXPHOS.
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Las células normales también dependen de OXPHOS vy del ciclo de Krebs,
pero, a diferencia de las células cancerosas examinadas, la interrupcion de la
transferencia constitutiva de Ca?* desde RE a mitocondria tiene poco efecto sobre
su viabilidad. Las células normales activan la autofagia como un mecanismo de
supervivencia en estas condiciones [67]. Asimismo, las células tumorales
también activan la autofagia en estas condiciones, sin embargo, esta inhibicion
tiende a inducir la muerte celular [112]. Entonces, ¢cual es la diferencia entre
células tumorigénicas y no tumorigénicas, que lleva a la dependencia de Ca?*

mitocondrial especificamente en células cancerosas?

La inhibicion de la captacion de Ca?* mitocondrial en células normales disminuye
la proliferacion, mientras que en células tumorales no lo hace, causando la
muerte celular durante la citocinesis. Esta falla de las células tumorales para
disminuir la proliferacion celular, aun cuando se encuentran en un estado
energéticamente comprometido, parece ser el principal mecanismo que las
distingue de las células no tumorigénicas y explica su susceptibilidad a la muerte

celular.

Otro resultado principal de este trabajo es la demostracion de que ambos
compuestos, XeB y 10B disminuyen la migracién y la invasion celular en células
de cancer de mama triple negativo. Muchos estudios han mostrado
reiteradamente una correlacion entre el flujo de Ca?* RE-mitocondria, con la

invasion y metastasis de células tumorales, mostrando in vitro e in vivo la
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disminucién de la migracion al intervenir la transferencia de Ca?* a nivel de IP3Rs,
MCU, y VDAC [78] [81] [83]. Aunque no fue descrito por Cardenas et. al, se
espera que una crisis bioenergética inducida de manera similar también pueda
inhibir la invasibn de células cancerosas y la metastasis, basado en el
requerimiento de fosforilacion oxidativa funcional en la metastasis tumoral [33]
[106] [108], asi como en las demandas bioenergéticas limitadas espacialmente

necesarias para la migracién celular [23] [31] [109].

Es de importancia destacar que, a pesar de que en este trabajo se induce
una crisis bioenergética de manera similar a la inducida por Cardenas et. al, al
escoger una concentracion de inhibidor de IP3R a la cual no se afecta
significativamente la viabilidad, se espera que el efecto al disminuir la migracién
e invasion no sea derivado de un mecanismo de muerte como el descrito en ese
trabajo, sino que sea un mecanismo independiente y relativo Unicamente a

procesos de migracién e invasion celular.

Este mecanismo es objeto de estudio actualmente en el Laboratorio de
Metabolismo Celular y Bioenergética dirigido por el Dr. César Cardenas, donde
se realiz6 este trabajo, teniendo como posibles vias la activacion de AMPK y la
autofagia como causas de la disminucion de los procesos de migracion e invasion
celular en células cancerosas cuando se interrumpe la liberacién de Ca?* reticular
através de IP3R (Cardenas et al., 2010, 2016). Ambos focos se han relacionado

con una disminucion de la migracion e invasion en distintos modelos celulares,
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en el caso de AMPK, al ser activada por estrés metabdlico resulta en un
mecanismo que induce la inhibicion de la quinasa de adhesiones focales (FAK),
un regulador esencial del ensamblaje de los complejos macromoleculares que
unen al citoesqueleto de actina con la matriz extracelular y que permiten la
motilidad celular (Caino et al., 2013). Por otro lado, la autofagia también podria
considerarse causal de este fenomeno, al haberse descrito que modula la
migracion celular mediante el reciclaje de integrinas 1, receptores
transmembrana que interaccionan con el citoesqueleto y la matriz extracelular

(Tuloup-Minguez et al., 2013).
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8. CONCLUSION Y PROYECCIONES

En este trabajo se caracterizaron cuatro nuevos compuestos sintéticos
estructuralmente similares a XeB, un inhibidor especifico del receptor de IP3. Se
identificaron dos con efectos similares a XeB al ser capaces de disminuir la
respiracion basal mitocondrial en lineas celulares de cancer de mama, disminuir
el potencial clonogénico y la viabilidad selectivamente en células tumorales y no

en células no tumorigénicas.

A partir de uno de los compuestos mas activos (10B) se determind el efecto
de la inhibicion de la transferencia de Ca?" RE-mitocondria en migracion e
invasion celular, mostrando que esta inhibicién disminuye significativamente la

migracion y la invasion celular en lineas de cancer de mama triple negativo.

Estos nuevos compuestos emergen como potenciales nuevos inhibidores de
la transferencia de Ca?* RE-mitocondria mediada por IP3R con actividad anti-
tumorigénica. Estos resultados contribuyen a la creciente evidencia que apunta
a esta transferencia de Ca?* entre ER y mitocondria como una oportunidad para
desarrollar posibles tratamientos contra la metastasis, ademas, sugiere que
estrategias terapéuticas originalmente disefiadas para promover la muerte celular

también pueden ser utiles en el control de la metastasis.
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9. GLOSARIO

- Adhesiones focales: Sitios de adhesidn entre célula y matriz extracelular, son
grandes conjuntos macromoleculares asociados a membrana plasmética
conectados al citoesqueleto de actina, mediante la interaccion de proteinas
transmembrana (integrinas) con sus ligandos extracelulares. Ademas, son sitios
de transduccién de sefiales bioquimicas y mecanicas en respuesta a la adhesion.

- AMPK (Proteina quinasa activada por AMP): Complejo enzimatico altamente
conservado entre especies por ser un regulador central del metabolismo celular.
Se activa ante un estrés energético cuando los niveles de ATP disminuyen vy
aumentan niveles de ADP y AMP. En respuesta, AMPK activa vias catabdlicas
para generar ATP, es decir, induce la captacion de glucosay estimula la glicolisis,
induce la captacion y oxidacion de acidos grasos y activa la autofagia, e inhibe
vias anabdlicas como procesos biosintéticos que consumen ATP.

- Angiogénesis: Formacion de vasos sanguineos y capilares nuevos a partir del
crecimiento de vasos sanguineos preexistentes. Es un proceso fisiolégico normal
gue ocurre durante el desarrollo embrionario y la cicatrizacion de heridas, sin
embargo es fundamental durante el crecimiento tumoral y es necesario para su
diseminacion en la metéstasis.

- Autofagia: Proceso de degradaciéon celular regulada de material citoplasmico,
es decir moléculas y organelos, en lisosomas para su posterior reciclaje,
produciendo nuevos bloques de construccion para la renovacion de componentes
celulares y la homeostasis celular. Es inducido ante diferentes tipos de estrés,
previniendo el dafio celular y promoviendo la supervivencia.

- Ciclo celular: Serie de sucesos controlados que conducen al crecimiento de una
célula y su division en dos células hijas. Estos eventos incluyen la duplicacion de
su ADN (replicacion del ADN) y algunos de sus organelos, y posteriormente la
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particion de su citoplasma y otros componentes en dos células hijas en un
proceso llamado division celular.

- Ciclo de Krebs: También llamado ciclo del &cido tricarboxilico (TCA) o ciclo del
acido citrico, es una serie de reacciones quimicas utilizada por los organismos
aerobicos para generar energia celular e intermediarios para las vias
biosintéticas. Esta serie de reacciones no solo es capaz de suplir gran parte de
las necesidades energéticas en organismos complejos, sino que las moléculas
gue se producen en estas reacciones pueden usarse como bloques de
construccién para una gran cantidad de procesos importantes, incluida la sintesis
de &cidos grasos, aminoacidos para la construccion de proteinas, y purinas y
pirimidinas utilizadas en la sintesis de ADN.

- Citotoxicidad: Es el grado en que un estimulo endégeno o exdgeno puede dafiar
una célula. Una sustancia o proceso que causa dafio o muerte celular se
denomina citotoxico. Las células expuestas a compuestos citotéxicos pueden
sufrir necrosis (muerte celular), apoptosis (muerte celular programada), autofagia
como mecanismo de supervivencia, o dejar de crecer y dividirse activamente
disminuyendo la proliferacion celular.

- Efecto Warburg: Describe el fenébmeno en el cual las células tumorales obtienen
energia metabolizando la glucosa principalmente de forma anaerdbica mediante
glicdlisis, y no de forma aerdbica a pesar de estar en presencia de oxigeno. Fue
descrito por Otto Warburg en 1924 al observar que los tumores consumen
enormes cantidades de glucosa en relacion con la mayoria de los tejidos
normales, y que gran parte de la glucosa consumida por los tumores se fermenta
a lactato, en lugar de oxidarse en vias que requieren respiracion.

- Estrés metabdlico: Resulta de un agotamiento u exceso de nutrientes,
desencadenando una serie de diferentes respuestas adaptativas para restaurar
la homeostasis dinamica y mantener la funcion celular. Esto es, diversas vias de
sefalizacion que detectan y posteriormente ajustan alteraciones en el
metabolismo de intermediarios o energético (ATP, NAD+, oxigeno).
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- Fosforilacién oxidativa (OXPHOS): Es la via metabdlica final en la produccion
de ATP. La energia almacenada en nutrientes como la glucosa es liberada en el
ciclo de Krebs, produciendo diéxido de carbono y los donantes de electrones
NADH y FADH. La fosforilacién oxidativa utiliza estas moléculas junto al Oz,
transportando iones H* y electrones a los complejos proteicos que conforman la
cadena de transporte de electrones, generando el potencial de membrana
mitocondrial que permite la sintesis de ATP.

- Glicdlisis: Es una serie de reacciones que extraen energia de la glucosa para
el metabolismo celular. Consiste en diez reacciones enzimaticas consecutivas
gue convierten a la glucosa en dos moléculas de piruvato, el cual es capaz de
seguir otras vias metabdlicas para la obtencion de energia en forma de ATP y
NADH. No requiere oxigeno, y se encuentra en una gran cantidad de especies,
por lo que se ha determinado como una via metabélica antigua.

- “Hallmarks” del cancer: En el afio 2000, Hanahan y Weinberg publican el articulo
“The hallmarks of cancer” en el cual organizan capacidades biologicas adquiridas
durante el desarrollo del cancer, incluyendo: (1) mantencion de la sefializacion
proliferativa, (2) evasion de supresores de crecimiento, (3) resistencia a la muerte
celular, (4) potencial replicativo ilimitado, (5) induccién de angiogénesis, e (6)
invasion de tejidos y metastasis. Una década mas tarde, se afiadieron dos
caracteristicas: (7) reprogramacion del metabolismo energético y (8) evasion de
la respuesta inmune, y ademas se agregaron dos caracteristicas habilitadoras:
(1) inestabilidad genémica y mutacion, y (2) inflamacién promotora de tumores.

- Homeostasis: Capacidad de un organismo para mantener las variables internas
fisicas y quimicas del cuerpo dentro de los limites que le permiten sobrevivir. La
homeostasis también se define como los procesos de autorregulacion para el
funcionamiento optimo del organismo, que abarca diversas variables, como la
temperatura corporal, el balance de fluidos, el pH del liquido extracelular, las
concentraciones de iones de Na*, K* y Ca?*, el nivel de azlcar en sangre, entre
muchas otras.

- IC50: O concentracion media inhibitoria maxima, es una medida que indica la
cantidad de una sustancia inhibidora particular (por ejemplo, un farmaco) que se
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necesita para inhibir, in vitro, un proceso bioldgico o componente biolégico
determinado a la mitad. Proporciona una medida de la potencia de una sustancia
para inhibir una funcién biolégica o bioquimica especifica.

- Invasion celular: La invasion celular se relaciona con la migracion celular, y
consiste en la capacidad de las células para volverse méviles y navegar a través
de la matriz extracelular dentro de un tejido o para infiltrarse en tejidos vecinos.
Las células cancerosas que se vuelven invasivas pueden diseminarse a sitios
secundarios y formar metastasis.

- Metastasis: Propagacién del cancer a una parte del cuerpo distante del tumor
maligno primario original, mediante la diseminacién de células cancerosas a
través del sistema linfatico o sanguineo. Las nuevas apariciones de cancer en
otros 6rganos o tejidos del cuerpo se denominan metastasis. El curso de la
metéstasis tumoral conlleva una serie de eventos denominada cascada
metastasica, y es en gran medida responsable de la mortalidad y morbilidad del
cancer.

- Migracion celular: Movimiento de una sola célula o un grupo de células en
respuesta a sefiales quimicas y/o mecanicas. Es un proceso fisioldégico
fundamental que ocurre durante el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de
heridas, homeostasis de tejidos y las respuestas inmunitarias. Sin embargo, las
células en movimiento pueden desregularse y contribuir a muchos procesos
patolégicos como la inflamacion y la metastasis del cancer.

-mTOR: Por la sigla en inglés Mammalian Target Of Rapamycin, es una proteina
guinasa que controla el crecimiento celular y el metabolismo en respuesta a
nutrientes, factores de crecimiento, energética celular y estrés.

- Poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP): Poro proteico que se
forma en la membrana mitocondrial interna bajo ciertas condiciones patoldgicas,
tales como estrés oxidativo (ROS), exceso de iones Ca?*, entre otras. La apertura
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del poro de transicion de permeabilidad, puede provocar inflamacién mitocondrial
y muerte celular por apoptosis 0 necrosis.

- Potencial de membrana mitocondrial (AWYm): Las mitocondrias mantienen la
fosforilacién oxidativa creando un potencial eléctrico en la membrana interna,
generado por un gradiente de protones (iones H*) impulsado por la cadena
transportadora de electrones para la sintesis de ATP.

- Respiracion celular: Un conjunto de reacciones catabdlicas y procesos
metabdlicos que tienen lugar dentro de una célula en los que la energia se
obtiene a partir de nutrientes (azlUcares, aminoacidos y acidos grasos) y se
almacena en moléculas transportadoras de energia (por ejemplo, ATP) para su
uso en procesos celulares que requieren energia. Hay tres etapas principales en
la respiracion celular: glicdlisis, ciclo de Krebs y transporte de electrones/
fosforilacidén oxidativa.

- ROS (Especies reactivas de oxigeno): Son un conjunto de moléculas quimicas
y radicales libres altamente reactivos derivados del Oz, que se forman por
reacciones de reduccion-oxidacion (redox) o por excitacién electronica. En un
contexto biolégico, las ROS son subproductos del metabolismo normal del
oxigeno. Tienen funciones en la sefializacion celular y la homeostasis. Los ROS
son intrinsecos al funcionamiento celular y estan presentes en niveles bajos y
constantes dentro de las células. Una acumulacion de ROS puede dafar el ADN,
el ARN y las proteinas, y puede causar la muerte celular.

- Vias de sefalizacion celular: La sefializacién celular orquesta las actividades
celulares béasicas y dirige los procesos celulares a través de una compleja
coordinacion de respuestas al microambiente celular. Se le denomina
sefalizacion celular o transduccion de sefales a la compleja interaccion de un
receptor activado ante un estimulo, con otras proteinas dentro de la célula
formando una serie o “cascada” de eventos moleculares, para finalmente producir
una respuesta celular.
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