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RESUMEN 

 

El cáncer 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 características biológicas adquiridas durante el 

proceso de progresión 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 metabólico, siendo una respuesta adaptativa que promueve la sobrevida 

celular. La anormalidad metabólica mejor caracterizada en células tumorales es 

el efecto Warburg, que limita la producción de energía principalmente a glicólisis 

en presencia de oxígeno. Sin embargo, se ha demostrado que el metabolismo 

oxidativo mitocondrial también tiene un papel fundamental en la tumorigénesis. 

Existe poca información respecto al rol del metabolismo mitocondrial en los 

procesos de migración e invasión de la cascada metastásica. Evidencia reciente 

demuestra que al interferir el metabolismo mitocondrial dependiente de calcio 

(Ca2+) se puede reducir la migración e invasión a la matriz circundante de células 

tumorales. Los receptores de IP3 (IP3R) son los principales canales de Ca2+ 

responsables de su liberación desde el retículo endoplásmico (RE) y de la 

comunicación de éste con la mitocondria, en donde el Ca2+ permite el 

mantenimiento de la bioenergética celular. La disrupción de esta comunicación 

RE-mitocondria genera una crisis bioenergética que activa una respuesta 

autofágica, y que reduce la capacidad de sobrevida y proliferación de células 

tumorales. Para estos estudios se ha utilizado un inhibidor competitivo del IP3R 

llamado Xestospongina B (XeB), un compuesto natural de difícil obtención y 

purificación, por lo que se han sintetizado nuevos compuestos similares, cuyo 

efecto sobre células tumorales permanece aún sin estudiar. El propósito de este 

trabajo es determinar si estos compuestos muestran propiedades similares a 

XeB. Para esto se evaluarán sus efectos sobre respiración celular, viabilidad, 

migración e invasión en líneas celulares de cáncer de mama. Se espera que tal 

como XeB natural, los compuestos sintéticos reduzcan la migración e invasión de 

manera específica en células de cáncer de mama. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Aspectos generales  

El cáncer 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 cáncer [1]. Se proyecta un 

crecimiento significativo en las cifras hacia el final de la siguiente década, debido 

principalmente al crecimiento y envejecimiento de la población mundial. En este 

contexto, se espera que, al no existir una mejora sustancial en el control del 

cáncer, la cifra de defunciones aumente a 16.3 millones de muertes a nivel 

mundial en el año 2040 [2]. Aunque el cáncer es considerado como una 

enfermedad propia de países desarrollados, el 74.9% del total de las muertes por 

esta enfermedad ocurren en países de bajos y medianos ingresos, los cuales se 

encuentran principalmente en África, 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, Tarapacá, Antofagasta, Maule, Biobío, Los Lagos y 

Aysén, la mortalidad por cáncer es la primera causa de muerte. Se proyecta que 

para el año 2023, el cáncer será la primera causa de muerte en el país [4]. 

El cáncer de mama es el cáncer más común en el mundo (en términos de 

nuevos casos diagnosticados), y es el más común en mujeres con 2,26 millones 

de nuevos casos diagnosticados en 2020. Esto representa aproximadamente el 
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12% de todos los nuevos casos de cáncer y el 25% de todos los cánceres 

diagnosticados en mujeres [5]. En el mundo, el cáncer de mama es la quinta 

causa más común de muerte por cáncer, con 685.000 muertes aprox. en 2020. 

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

El cáncer de mama es considerado un cáncer muy heterogéneo en 

términos genéticos y clínicos. Existe un alto grado de diversidad entre y dentro 

de los tumores, así como también entre los pacientes de cáncer, y todos estos 

factores en conjunto determinan el riesgo de progresión de la enfermedad y la 

resistencia terapéutica [7]. Clínicamente, los cánceres de mama se clasifican en 

tres tipos basados en sus propiedades inmunohistoquímicas. Estos tipos son los 

cánceres de mama positivos para receptores de hormonas (receptores de 

estrógeno positivos (ER+)/receptores de progesterona positivos (PR+)), receptor 

del factor de crecimiento epidérmico humano 2 positivos (HER2+) y cánceres de 

mama triple negativos (ER-, PR-, HER2-) [8]. Las estrategias terapéuticas 

tradicionales se guían por el estado de expresión de estos receptores, ya que el 

crecimiento de los cánceres de mama está estrechamente regulado por las 

hormonas que interactúan con los receptores de estrógeno y progesterona, así 

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

La mayoría de las muertes por cáncer de mama y por otros tipos de cáncer 

no se deben al tumor primario en sí, sino que son el resultado de la metástasis a 

otros órganos del cuerpo como pulmón, hígado, huesos y cerebro [10]. Es esta 
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naturaleza sistémica de la enfermedad y la resistencia de las células tumorales 

diseminadas a los agentes terapéuticos existentes lo que explica que más del 

90% de las muertes por cáncer sean atribuibles a metástasis [11]. 

La cascada metastásica consiste en una serie de pasos secuenciales que 

incluyen: (i) infiltración local de células tumorales en el tejido adyacente, (ii) 

intravasación o migración transendotelial de células cancerosas en vasos 

sanguíneos y linfáticos, (iii) evasión de la respuesta inmune y supervivencia de 

las células tumorales circulantes, (iv) extravasación o migración en capilares 

distantes e (v) invasión y luego proliferación en tejido normal que conduce a la 

colonización [12]. El campo de la investigación de la metástasis tiene más de 100 

años. Establecer los mecanismos biológicos del proceso metastásico de principio 

a fin es crucial para encontrar ventanas terapéuticas abiertas para intervenciones 

exitosas. Comprender mejor la dinámica y evolución de este proceso ayudará a 

identificar los objetivos de las terapias moleculares que pueden detener o 

posiblemente revertir el crecimiento y la metástasis del cáncer [13]. 

 

1.2 Cáncer y metabolismo mitocondrial 

Comprender los cambios metabólicos relacionados con la metástasis es 

fundamental, ya que el metabolismo no sólo implica la generación de energía e 

intermediarios biosintéticos, sino que desempeña un rol central en la señalización 
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celular [14], en la regulación epigenética [15] y en la interacción con el 

microambiente celular [16].  

Bajo condiciones fisiológicas y en presencia de oxígeno, las células no 

tumorales metabolizan glucosa para formar piruvato, a través de la glicólisis en 

el citosol, y posteriormente el piruvato es oxidado a dióxido de carbono en el ciclo 

de Krebs, generando equivalentes reducidos, como nicotinamida adenina 

dinucleótido 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, 

que produce un potencial de transmembrana mitocondrial (ΔΨm), el cual 

finalmente permite el funcionamiento del complejo enzimático productor de 

adenosín trifosfato (ATP), la ATP sintasa. Este proceso es llamado fosforilación 

oxidativa (OXPHOS) [18]. La OXPHOS es responsable de producir cerca del 90% 

del ATP en la mayoría de las células [19]. En cambio, en condiciones anaerobias, 

las células favorecen la glicólisis, 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 oxidación completa a CO2 en las mitocondrias [20].   

En el caso de las células tumorales de muchos tipos de cáncer, aún en 

presencia de oxígeno muestran una alta dependencia de glicólisis para mantener 

los niveles de ATP intracelulares, mediante una alta velocidad de captación de 
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glucosa. Este fenómeno descrito por Otto Warburg en 1956 es conocido como 

“efecto Warburg” [21] [22] [23]. Esta alteración del metabolismo energético celular 

en células cancerosas, que afecta la función mitocondrial, es un aspecto primario 

y fundamental para promover la transformación maligna, la invasión y la 

metástasis, y es considerada una de las características distintivas (“hallmarks”) 

del cáncer [24].  

Warburg formuló la hipótesis de que esta alteración del metabolismo era 

específica de las células cancerosas, y que de esta manera el cáncer se origina 

de defectos mitocondriales irreversibles que llevan a un aumento compensatorio 

de la glicólisis aún en presencia de oxígeno [25], pero la creciente evidencia 

reciente indica que la mayoría de las células cancerosas dependen de la 

reprogramación del metabolismo mitocondrial, de la regulación de la homeostasis 

redox y de la biogénesis y dinámica mitocondrial para la supervivencia y 

progresión tumoral [26] [27] [28].   

La reprogramación metabólica en el cáncer consiste en una alteración en 

la utilización de metabolitos y en la síntesis de componentes celulares, que surge 

como una respuesta adaptativa ante la hipoxia y baja disponibilidad de nutrientes, 

promoviendo el crecimiento continuo y la proliferación descontrolada que 

caracterizan al cáncer [29]. Algunos de los cambios más notables de la 

bioenergética celular tumoral incluyen el aumento en la tasa glicolítica, aumento 

en el flujo glutaminolítico, aumento del metabolismo de aminoácidos y lípidos, 
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potenciación de la biogénesis mitocondrial, inducción de la vía de la pentosa 

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

Además de su papel en la producción de ATP, las mitocondrias tienen un 

rol crítico en la biosíntesis de componentes celulares, en el control de la 

homeostasis redox y de calcio (Ca2+), en la regulación transcripcional y en 

procesos de muerte celular, esenciales en la tumorigénesis [32]. La mantención 

del metabolismo oxidativo mediante una alta captación de glutamina, que 

contribuye con la mayor parte del carbono al ciclo de Krebs en cáncer, mantiene 

una cantidad sustancial de citrato y malato para la biosíntesis de lípidos y 

nucleótidos, respectivamente, además de proporcionar un suministro adicional 

de poder reductor (NADH). Además, la activación con glutamina del ciclo de 

Krebs ayuda a mantener el potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), evitando 

la apertura del poro de transición de permeabilidad y la liberación de factores pro-

apoptóticos [33]. Por otra parte, el metabolismo oxidativo mitocondrial genera 

especies reactivas de oxígeno (ROS) que son necesarias para la activación 

óptima de las vías de señalización necesarias para la proliferación y migración 

celular [34] [35]. 

Además, hasta ahora se ha determinado que muchos de los principales 

supresores de tumores y oncogenes tienen conexiones fundamentales con las 

enzimas y vías metabólicas asociadas con el metabolismo mitocondrial para la 

mantención de la progresión tumoral [36] [37] [38] [39]. Por lo tanto, las 
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mitocondrias constituyen un blanco prometedor para el desarrollo de nuevos 

agentes contra el cáncer. 

 

1.3 Señalización de Ca2+ mitocondrial y Receptores de IP3 

La homeostasis del Ca2+ es fundamental para el metabolismo celular, la 

proliferación, la diferenciación y la muerte celular [40]. La regulación del Ca2+ por 

las mitocondrias es un aspecto clave en la fisiología celular; ya que tiene un rol 

en la producción de energía para procesos celulares, en tamponar y controlar 

aumentos de Ca2+ citosólicos, y también en la determinación del destino celular 

al desencadenar o prevenir la apoptosis [41]. Cada vez más estudios describen 

que la homeostasis del Ca2+ intracelular está alterada en las células cancerosas, 

y que este juega un papel importante en la progresión del cáncer al promover la 

proliferación, la angiogénesis, la migración y la resistencia a la apoptosis [42] [43] 

[44]. 

El Ca2+ es el segundo mensajero más abundante en el cuerpo humano, 

cumplen diversos roles en la fisiología celular, incluyendo la regulación de la 

expresión génica, el control del ciclo celular, la motilidad celular, autofagia y 

apoptosis entre otros [45]. Las señales de Ca2+ están altamente reguladas 

temporal y espacialmente dentro de los compartimentos celulares. Ya que el Ca2+ 

citosólico libre se mantiene en muy bajas concentraciones (~100 nM), una 
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pequeña fracción de Ca2+, ya sea mediante la liberación desde organelos 

intracelulares como el RE, lisosomas y aparato de Golgi (>100 μM) o por la 

entrada desde la reserva extracelular (~1 mM) puede generar señales marcadas 

que activan cascadas de señalización río-abajo [46] [47]. De esta manera, las 

señales de Ca2+ pueden regular diversos procesos celulares mediante la 

generación de microdominios de Ca2+, es decir altas concentraciones localizadas 

en sitios donde el Ca2+ 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 Ca2+, como 

es el caso de los microdominios cercanos a los receptores de inositol 1,4,5-

trisfosfato (IP3R) presentes principalmente en el retículo endoplásmico [49] [50]. 

El Ca2+ 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 últimos presentes principalmente en células excitables como neuronas y 

células musculares [51]. La transferencia eficiente de Ca2+ desde el RE hacia la 

mitocondria es posible gracias a la proximidad espacial dinámica que existe entre 

estos dos organelos, que permite el acoplamiento estructural y funcional que se 

conoce como sitios de contacto mitocondria – retículo endoplásmico (MAM, del 

inglés mitochondria associated membranes) [52] [53] [54]. Estas MAM se definen 

como regiones de membrana del RE que se encuentran en una aposición 

cercana (10–50 nm) a las mitocondrias [55], distancia que permite a las proteínas 

del RE asociarse directamente con proteínas y lípidos de la membrana 
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mitocondrial externa. Es en estos sitios de contacto donde se pueden generar 

altas concentraciones localizadas de Ca2+ que facilitan su transporte hacia la 

mitocondria [56]. 

De esta manera, cuando se libera del RE a través del IP3R, el Ca2+ primero 

atraviesa la membrana mitocondrial externa a través del canal aniónico 

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). 

 

Figura 1: Transferencia de Ca2+ entre RE-mitocondria a través de IP3R. El receptor 

de IP3 (IP3R) se activa al unirse IP3, generando la liberación de Ca2+ desde el retículo 

endoplásmico (RE) al citosol. Debido a la proximidad del RE y la mitocondria, dada por 
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los sitios de contacto mitocondria – retículo endoplásmico (MAM), se forman 

microdominios altamente localizados y concentrados de Ca2+, que facilitan su 

transferencia a la mitocondria. El Ca2+ 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 río abajo de la activación 

de receptores acoplados a proteína G (GPCRs). Los IP3R presentan tres 

isoformas (IP3R tipo 1, 2 y 3) [61] y son uno de los principales canales de 

liberación intracelular de Ca2+ en células no excitables, incluidas muchas células 

cancerosas [62]. La liberación de Ca2+ desde el retículo endoplásmico a través 

de los IP3R regula numerosas funciones celulares, como la transcripción génica, 

proliferación celular, autofagia, secreción y motilidad [63] [64]. 

La señalización de Ca2+ mediada por IP3R también regula el metabolismo 

celular y la bioenergética, principalmente por la entrada del Ca2+ 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 α-cetoglutarato 

deshidrogenasa (αKGDH), y activa indirectamente al complejo piruvato 

deshidrogenasa (PDH) mediante la regulación de su estado de fosforilación al 
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estimular la piruvato deshidrogenasa fosfatasa (PDP) [65]. Así, se requiere la 

presencia de Ca2+ en la matriz mitocondrial para una suficiente producción de 

NADH y ATP [66]. 

Se ha descrito que bajos niveles de la liberación constitutiva de Ca2+ 

mediada por IP3R son esenciales para la mantención de niveles basales de 

OXPHOS y producción de ATP en una gran variedad de tipos celulares, incluidas 

líneas celulares de cáncer [67] [68]. 

En ausencia de esta transferencia constitutiva de Ca2+ desde ER a 

mitocondria, se induce un estrés metabólico en el cual disminuyen los niveles de 

ATP, y que es compensado mediante la inducción de la autofagia como un 

mecanismo esencial de supervivencia, que es independiente de mTOR  [69] pero 

dependiente de la activación de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) 

[70]. 

 Esto ocurre debido a que en todos los tipos de células, la inhibición de la 

captación constitutiva de Ca2+ por la mitocondria induce un estado de estrés 

bioenergético que resulta en una reprogramación del metabolismo, similar al que 

se produce por disminución de nutrientes, a pesar de la disponibilidad de éstos y 

al aumento de su asimilación [67]. 

En células tumorales, se ha demostrado que la interrupción de esta 

comunicación RE-mitocondria, ya sea bloqueando la liberación de Ca2+ mediada 

por IP3R o bloqueando la captación de Ca2+ mitocondrial, induce un estrés 
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metabólico similar al generado en células normales; sin embargo, la activación 

de la autofagia como mecanismo de supervivencia, es insuficiente en células 

cancerosas cuando existe el bloqueo de esta comunicación, de modo que 

mueren por necrosis al continuar el proceso de mitosis [68]. De esta manera, la 

transferencia constitutiva de Ca2+ a la mitocondria mediada por IP3R es esencial 

en el mantenimiento de la viabilidad de las células cancerosas.  

 

1.4 Rol del Ca2+ en migración e invasión  

El Ca2+ es un regulador crucial de la migración celular, un proceso esencial 

para una serie de funciones fisiológicas que incluyen el desarrollo embrionario 

[69], la inmunidad [71] y la cicatrización de heridas [72]. Este proceso está 

controlado por diferentes efectores reguladores, que orquestan la remodelación 

de la arquitectura del citoesqueleto [73].  

Se ha establecido que el Ca2+ citoplasmático es un regulador clave de la 

migración celular ya que las oscilaciones en el Ca2+ citosólico activan la 

remodelación del citoesqueleto, la contracción de la actina y las adhesiones 

focales necesarias para el movimiento celular [74] [75]. Durante la migración, las 

células se polarizan y exhiben un gradiente citosólico de Ca2+ con una baja 

concentración de Ca2+ en el borde anterior de la célula [75] [76]. Esta baja 

concentración de Ca2+ permite que los diferentes componentes de la maquinaria 
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de migración celular respondan a pulsos locales de cambios intracelulares de 

Ca2+. Estudios recientes han mostrado que los microdominios transitorios y 

localizados de altas concentraciones de Ca2+ son más activos en la parte frontal 

de las células en migración [77]. 

Las vías de señalización reguladas por Ca2+ citoplásmico son críticas 

también para regular la migración e invasión celular en células tumorales, en las 

cuales esta señalización se remodela de una manera que promueve la 

renovación de las adherencias focales, favorece las fuerzas contráctiles y facilita 

la proteólisis de los componentes de la matriz extracelular (MEC) [78]. Aunque el 

papel del Ca2+ citosólico en la migración celular está bien establecido, la función 

del Ca2+ mitocondrial y la dinámica RE-mitocondria en migración e invasión solo 

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

A nivel de RE y mitocondrias, los niveles de expresión de proteínas que 

regulan la señalización de Ca2+, incluyendo VDAC1, IP3R y SERCA, a menudo 

se alteran en las células cancerosas [82].  

Por ejemplo, los niveles de expresión de VDAC1 están correlacionados 

con el crecimiento tumoral y la invasión en varios tipos de cáncer [83], como el 

cáncer de pulmón de células no pequeñas y cáncer de cuello uterino [84] [85]. 

Por otro lado, estudios sugieren que la sobreexpresión de IP3R tipo 3 en 

carcinoma colorrectal y en glioblastoma se correlaciona con la metástasis y la 

supervivencia del paciente [86] [87] [88]. Además, varios estudios han descrito 
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que la expresión de MCU se correlaciona con un mal pronóstico, comportamiento 

invasivo y metástasis en cáncer de mama [89]. Recientemente, Tosatto et al. 

demostraron que el silenciamiento de MCU disminuye la migración y la 

metástasis a través de un mecanismo que implica directamente una reducción de 

la entrada de Ca2+ a la mitocondria [90], y que incluye un aumento en la relación 

NAD(P)H/NADH, cambiando la capacidad antioxidante de la célula y 

disminuyendo los niveles de ROS mitocondrial [91].  

 

1.5 Xestospongina B e inhibición de IP3R 

Actualmente existen diferentes estrategias utilizadas en el tratamiento del cáncer, 

las cuales se aplican dependiendo del tipo de cáncer y su etapa de avance. Los 

tratamientos más comunes hoy en día consisten en cirugía de tumores, 

quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida e inmunoterapia; los que pueden 

aplicarse únicamente o en combinación 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 

anticancerígenas efectivas, se debe considerar el microambiente del tumor, ya 

que 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 más 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 más ricas de compuestos activos contra el cáncer que se 

encuentran en los ecosistemas marinos [95]. Para sobrevivir en el complejo 

ambiente marino, la mayoría de las especies de esponjas han desarrollado 

mecanismos químicos para defenderse de la depredación. Dicha adaptación 

química produce muchos metabolitos secundarios biológicamente activos con 

actividad citotóxica en células tumorales [96]. 

Las Xestosponginas son un grupo de alcaloides macrocíclicos bis-1-

oxaquinolizidinas extraídos desde esponjas marinas del género Xestospongia  

[97] [98]. Estos compuestos han sido estudiados por ser potentes inhibidores, 

permeables a la membrana, de la liberación de Ca2+ mediada por IP3 desde el 

RE [99] [100]. Existen varios isómeros de xestospongina (xestospongina A, B C, 

D, y demetilxestospongina B), todos con propiedades inhibitorias similares 

presentando IC50 que varían desde 358 nM hasta 5,9 μM [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 más potente de la liberación de Ca2+ desde el RE, mediada por el 

IP3R [99] [103], con un IC50 de 358 nM, el cual es 30 veces menor que el IC50 
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para el receptor de rianodina, un canal liberador de Ca2+ del retículo 

sarcoplásmico [100]. Se ha descrito que bloquea reversiblemente el eflujo de 

Ca2+ inducido por bradiquinina y carbacol desde las reservas del RE [99]. 

El sitio de acción exacto de las xestosponginas no ha sido bien definido. 

De hecho, se ha descrito que XeC bloquea la señalización de Ca2+ mediada por 

IP3, pero sin interactuar con el sitio de unión de IP3 (96). Además, varios estudios 

han evidenciado que XeC tiene poca especificidad, ya que actúa inhibiendo la 

Ca2+ ATPasa [97], y también inhibe los canales de Ca2+ y K+ voltaje-dependientes 

de la membrana plasmática a concentraciones similares a las cuales inhibe al 

receptor de IP3, por lo que sólo se considera como un inhibidor selectivo del IP3R 

en células permeabilizadas y no en células con membrana plasmática intacta [98] 

[104].    
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Figura 2: Estructuras químicas de XeB y XeC. XeB difiere de XeC por la 

estereoquímica 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) interactúa con el sitio de unión de IP3 de 

manera concentración-dependiente [105].  De esta manera, XeB, dependiendo 

de la dosis, bloquea las señales de Ca2+ inducidas por bradiquinina, y también 

bloquea selectivamente la señal intracelular de Ca2+ lenta inducida por la 

depolarización de membrana con altas concentraciones externas de K+ en 

células musculares. Esta lenta señal de Ca2+ involucra receptores de IP3, los 
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cuales son inhibidos por XeB. También se demostró que XeB no afecta a la 

bomba de Ca2+. De esta manera se determinó que XeB es un inhibidor 

competitivo de receptores de IP3, efectivo y permeable a la membrana, tan 

potente como la XeC y que actúa de manera específica [105]. 

En trabajos recientes ha sido descrito que la inhibición farmacológica de 

IP3R con XeB induce muerte celular selectiva de células cancerosas [68] [106]. 

Esto es debido a que como se mencionó anteriormente, en células no tumorales 

la inducción de autofagia, mediante la generación de una crisis bioenergética 

luego de la inhibición 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 respiración 

celular, producto de la disminución en la transferencia de Ca2+ desde el RE a la 

mitocondria; no obstante, dada la complejidad de su extracción y purificación 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 químicas 

similares conteniendo pequeñas modificaciones respecto de la molécula parental 

(XeB) [107]; sin embargo, no se ha realizado un estudio de relación 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 serán mencionados en este trabajo 

como “xestoides”, presentan propiedades similares al de XeB natural en células 

de cáncer, lo cual aún no ha sido descrito. Para esto, se estudiarán en su efecto 

sobre la respiración celular y la viabilidad, migración e invasión celular en células 

de cáncer de mama. 
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2. HIPÓTESIS 

 

Los compuestos sintéticos similares a XeB inhiben la salida de Ca2+ desde el 

retículo endoplásmico, alteran la bioenergética mitocondrial e inducen un efecto 

citotóxico, anti-migratorio y anti-invasivo selectivo en líneas celulares derivadas 

de cáncer de mama. 

 

3. OBJETIVO GENERAL 

 

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

viabilidad, migración e invasión en líneas celulares de cáncer de mama. 

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

4.1 Determinar el efecto sobre la viabilidad y proliferación de los cuatro 

compuestos similares a XeB sobre la línea celular de mama no-tumoral 

MCF10A y en las líneas celulares derivadas de cáncer de mama MCF7, 

ZR75-1, MDA-MB231 y BT549, identificando el compuesto con mayor 

selectividad en su efecto. 
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4.2 Analizar el efecto de los compuestos sintéticos similares a XeB sobre la 

señalización intracelular de Ca2+ en la línea celular de cáncer de mama 

MDA-MB-231. 

 

4.3 Evaluar el efecto de los cuatro compuestos sintéticos similares a XeB sobre 

la bioenergética mitocondrial en la línea celular de mama normal MCF10A 

y en las líneas celulares derivadas de cáncer de mama MCF7, MDA-MB231 

y BT549. 

 

4.4 Evaluar el efecto de los compuestos similares a XeB sobre la migración e 

invasión celular en líneas celulares de cáncer de mama triple negativas 

MDA-MB-231 y BT-549. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

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 dimetilsulfóxido (DMSO), 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 μM).  

El compuesto Xestospongina B (XeB), extraído y purificado de la esponja marina 

Xestospongia exigua, fue obtenido mediante una donación del Dr. Jordi Molgó 

(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 códigos 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 líneas 

celulares derivadas de cáncer de mama de origen humano MCF7, MDA-MB-231, 

ZR75-1 y BT549, las cuales retienen características moleculares de los fenotipos 

encontrados en mujeres con esta patología (Tabla 1). Por otra parte, se utilizó la 

línea celular de epitelio mamario no-tumoral humano MCF10A como control de 

células no-malignas derivadas del mismo tejido que las líneas tumorales. Todas 

las líneas celulares fueron obtenidas de American Type Culture Collection 

(ATCC). 

 

Tabla 1: Clasificación molecular de las líneas de cáncer de mama utilizadas. 

Línea celular Inmunoperfil Clasificación 

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 estrógeno; PR, receptor de progesterona; HER2, receptor del factor de 

crecimiento epidérmico humano (Holliday & Spiers, 2011). 
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Para todos los experimentos, las líneas 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 

días o bien fuera necesario, y las células se incubaron con 5% CO2 a 37°C. 

 

5.3 Ensayo de viabilidad celular 

La muerte celular se determinó mediante la incorporación de yoduro de propidio 

(PI, Molecular Probes ®) por citometría de flujo. Se colectó 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 centrifugó a 2500 rpm por 5 min a 4°C y el 

sobrenadante se descarta. A cada pocillo, se agregó tripsina para desprender las 

células adheridas y posteriormente se colectaron en los tubos eppendorf 

respectivos. Las células fueron resuspendidas en una solución de PI (5 mg/mL) 

en PBS 1X y se traspasaron a tubos BD para citómetro. La fluorescencia fue 

detectada mediante un citómetro de flujo BD FACSaria III. 
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5.4 Medición de señales de Ca2+ citoplásmico 

Las células fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio de 25 mm y se cargaron 

con Fluo-4/AM 5 μM (30 min) en medio extracelular sin Ca2+ como ha sido 

descrito previamente (Madesh et al., 2005). Los cubreobjetos se montan en un 

microincubador de perfusión abierto (PDMI-2; Harvard Apparatus) a 37°C y se 

toman imágenes en microscopio confocal. Después de 10 segundos de medición 

de [Ca2+]c basal, se agrega al medio extracelular ATP-Mg (100 μM) y se registra 

el aumento transitorio de florescencia mediante imágenes cada 3 s (510 Meta; 

Carl Zeiss, Inc.) a una excitación de 488 y 561 nm utilizando un objetivo de aceite 

de 63X. Las imágenes se analizaron y cuantificaron usando ImageJ (NIH) 

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

 

5.5 Ensayo de migración transwell 

 El ensayo se realizó en cámaras de Boyden según lo descrito por Torres et al 

[108]. Brevemente, las células (5x104) se resuspenden en medio libre de suero y 

se siembran en la parte superior de una cámara de Boyden. En la parte inferior 

de la cámara se agrega medio suplementado con 10% de FBS. La membrana de 

la cámara de Boyden fue pre-tratada con fibronectina 2 μg/mL por 24 h previo al 

ensayo. Luego de 2 h, la cámara se removió, lavó y se marcaron las membranas 
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con cristal violeta 0,1% en metanol para fijar y teñir las células, luego se contaron 

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

 

5.6 Ensayo de invasión celular 

 

Para generar los esferoides celulares se siembran 10.000 células/200 l en 

medio de cultivo con 10 g/mL colágeno I, en placas de 96 pocillos pre-tratadas 

con una solución 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 días dan 

forma a esferoides. Para implantar los esferoides se pre-tratan placas de 12 

pocillos con 2,2 mg/mL colágeno I, y luego se agregan 500 ul de una solución de 

3 mg/mL colágeno I, con MEM 10X y NaOH 0,1 M en hielo. Los esferoides se 

depositan sobre esta matriz de colágeno en frío, luego se completa la gelificación 

a 37ºC por 20 min. Se agregan 500 L 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 presencia de 5 y 7.5 μM de xestoide y 5 y 7.5 μM de XeB, registrándose 

el progreso de la invasión obteniendo fotos cada 24 h (Figura 3) [110]. 
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Adaptado desde: Justus, C. R., Leffler, N., Ruiz-Echevarria, M., & Yang, L. V. (2014). In vitro cell migration 

and invasion assays. Journal of visualized experiments : JoVE, (88), 51046.  

 

Figura 3: Ensayo de migración e invasión en transwell. En la figura 3A se observa 

un esquema del ensayo de migración en transwell o cámara 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 cámara a 

través de una membrana porosa. En la figura 3B se observa un esquema del ensayo de 

invasión 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 Medición 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 líneas de cáncer de mama y no-tumorales. XF96e puede medir 

simultáneamente el consumo de oxígeno (Oxygen Consumption Rate, OCR), un 

indicador de la respiración mitocondrial y la acidificación del medio extracelular 

(ECAR), un indicador de la acidificación por formación de lactato reflejando la 

actividad de la glicólisis. 

Un día antes de iniciar los experimentos, las células fueron sembradas según la 

densidad establecida previamente (1x104 o 2x104 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 μM o con el vehículo etanol por 24 h. Luego, cada 

pocillo se lavó 3 veces con medio Seahorse (pH 7,4), y se dejará por 1 h en 

incubadora sin CO2 a 37°C. Luego de la incubación, el medio de cultivo fue 

retirado, las células se lavan dos veces con medio Seahorse (pH 7,4), y se dejó 

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 μM y 

antimicina 1 mM más 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-oxigenación del medio. Tres mediciones de la velocidad basal fueron 

realizadas previas a la inyección de los inhibidores o estimuladores de la 

respiración celular como se muestra en la Figura 4. De estas condiciones, los 

siguientes parámetros respiratorios se calcularon según literatura (Hill et al. 

2012): Respiración basal, Respiración acoplada a la síntesis de ATP 

mitocondrial, Máxima respiración mitocondrial y Capacidad de reserva 

mitocondrial. 

 

 

Adaptado de: Hill, B. G., Benavides, G. A., Lancaster, J. R., Jr, Ballinger, S., Dell'Italia, L., Jianhua, Z., & 

Darley-Usmar, V. M. (2012). Integration of cellular bioenergetics with mitochondrial quality control and 

autophagy. Biological chemistry, 393(12), 1485–1512.  
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Figura 4: Perfil de bioenergética celular obtenido usando Seahorse. Se observan 

en el gráfico los parámetros fundamentales para medir la función mitocondrial: 

Respiración Basal, Fuga de Protones y Capacidad de Reserva. OCR: Velocidad de 

consumo de oxígeno; Oligomicina: inhibidor de la ATP sintasa; FCCP: Protonóforo, 

desacoplador de la fosforilación oxidativa; Antimicina A y Rotenona: inhibidores de la 

cadena transportadora de electrones de la mitocondria.   

 

 

5.8 Expresión de resultados y análisis estadístico 

 Todos los análisis estadísticos fueron realizados usando el software Graph Pad 

Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, California USA). Los datos 

experimentales son expresados como el promedio ± desviación estándar o 

promedio ± error estándar medio (X ± SEM) de tres experimentos independientes 

(N=3). Los análisis estadísticos fueron realizados usando ANOVA de dos colas 

con posterior test de Bonferroni o t-student para comparaciones de diferentes 

condiciones. Los datos se consideran estadísticamente significativos cuando 

p<0.05.  
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Caracterización del efecto de compuestos similares a XeB sobre la 

viabilidad en líneas celulares de cáncer de mama  

 

Como primer acercamiento a evaluar los efectos de los análogos de XeB 

sobre células tumorales de mama, se procedió a evaluar la viabilidad de las 

células después de un tratamiento con los compuestos a distintas 

concentraciones.  

Líneas celulares de cáncer de mama triple positivo (MCF-7, ZR-75-1), de 

cáncer 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 μM por 24h. La viabilidad celular fue determinada por 

citometría de flujo mediante incorporación de yoduro de propidio, debido a que la 

inhibición de la liberación de calcio mediada por IP3 produce muerte por necrosis 

(Cárdenas et al., 2016). De forma similar a XeB (Figura 1A), los compuestos 297B 

y 10B inducen muerte celular estadísticamente significativa en las líneas de 

cáncer de mama a 10 μM, sin afectar la viabilidad en la línea no tumorigénica 

(Figuras 1B y 1C).  
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Respecto de los otros compuestos analizados, 52A no produce muerte 

celular, y 54A tiene efecto citotóxico sólo en una condición y en una línea celular 

(Figuras 1D y 1E).   

Además, a 5 y 7.5 μM los compuestos 297B y 10B no producen muerte en las 

líneas de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231 y BT-549, a diferencia de 

las líneas de cáncer de mama triple positivo MCF-7 y ZR-75-1, las cuales 

comienzan a morir significativamente desde los 7.5 μM (Figuras 1B y 1C).  

Es por esto que, para evitar que los fenómenos de migración e invasión 

evaluados en los siguientes objetivos sean interferidos por señalización asociada 

a muerte, y así esta no enmascare eventuales alteraciones de estos fenómenos, 

se trabajará con estos compuestos en las líneas triple negativas que son más 

resistentes a la muerte celular. 
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Figura 1. Los compuestos 297B y 10B reducen la viabilidad en líneas celulares de 

cáncer de mama. (A) Efecto de XeB sobre la viabilidad en líneas de mama no-

tumorigénicas y tumorigénicas. (B) Efecto de 297B sobre la viabilidad en líneas 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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líneas 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 líneas 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 líneas de mama no-tumorigénicas y tumorigénicas. La 

incorporación de yoduro de propidio (PI) fue determinada por citometría de flujo a 24h 

de exposición 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 señal de Ca2+ inducida por ATP en células de cáncer 

de mama MDA-MB-231 

 

Para caracterizar el efecto de los compuestos sintéticos similares a XeB 

en la señalización de Ca2+ intracelular, se utilizó el indicador de [Ca2+] 

citoplásmico fluorescente Fluo-4AM y las imágenes se obtuvieron por 

microscopía confocal. Cuando las células se pretratan con XeB 5 μM durante 1 

h, la estimulación con ATP no logra inducir la liberación de Ca2+ transitoria 

característica observada en los experimentos de control como se muestra en la 

Figura 2, obteniéndose un porcentaje de células con respuesta positiva a ATP de 

sólo 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 disminución en la señal de Ca2+ inducida por 

ATP (Figura 2). El compuesto 54A a su vez, es capaz de disminuir el flujo de Ca2+ 

con un porcentaje de células con respuesta positiva a ATP de 68.8%. En cambio, 

con el compuesto 52A no se observa una inhibición significativa de esta señal.  

 

Tabla 2: Cuantificación de células fluorescentes en respuesta a estímulo de Ca2+ 

 

 

 

 

 

 

 

Células MDA-MB-231 fueron incubadas por 1h con un determinado compuesto a 7.5 μM, 

y luego estimuladas con ATP-Mg a 10 μM en ausencia de Ca2+ extracelular. Los datos 

se representan como X ± SEM de 3 experimentos independientes. En cada experimento 

se analizaron 200 células por condición. ***p<0.001, *p<0.05, NS=no significativo relativo 

al control. 

Condición 
experimental 

Porcentaje de células con respuesta 
positiva a ATP 

Control 96.1 ± 0.68 

XeB 2.1 ± 0.37 *** 

10b 4.1 ± 0.39*** 

52a 93.8 ± 1.7 NS 

54a 68.8 ± 9.67 * 

297b 56.7 ± 6.47*** 
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Figura 2: Los compuestos 10B y 297B disminuyen la señal de Ca2+ inducida por 

ATP en células de cáncer de mama. Células MDA-MB-231 fueron incubadas por 1h 

con XeB, 297B, 10B, 54a y 52a a 7.5 μM, y luego estimuladas con ATP-Mg a 10 μM en 

ausencia de Ca2+ extracelular. Los datos se representan como X ± SEM de 3 

experimentos independientes. En cada experimento se analizaron 200 células por 

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

 

6.3 El compuesto 10B reduce el potencial clonogénico en líneas celulares 

de cáncer de mama 

 

Una aproximación que nos permite ver el efecto de los compuestos sobre 

la proliferación es el análisis del potencial clonogénico de las células tratadas. 

Además, podemos evaluar el efecto que tiene la muerte causada por los 

compuestos sobre la proliferación de estas células. 

La formación de colonias es un hallmark de las células cancerosas que 

refleja su habilidad de proliferar indefinidamente (Munshi et at., 2005). Al igual 

que XeB, el compuesto 10B (5 y 7.5 μM, 14 días) disminuye la formación de 

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

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

celulares. 
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Figura 3: El compuesto 10B disminuye el potencial clonogénico en las líneas 

celulares de cáncer de mama. Placas representativas de las líneas MDA-MB-231 y 

MCF-7 tratadas con concentraciones crecientes de XeB, 10B, 54A o 52A, junto al análisis 

cuantitativo del número de colonias (abajo). Las células fueron incubadas con el 

compuesto por 14 días, y luego fueron teñidas con cristal violeta 0,2%. Los datos se 

muestran como X ± SEM, N = 2. 
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6.4 Evaluación del efecto de compuestos similares a XeB sobre la 

bioenergética mitocondrial en líneas celulares de cáncer de mama 

 

Otro factor crucial para evaluar el efecto de los compuestos sobre las 

células cancerosas en relación a XeB, es el estudio del consumo de oxígeno de 

estas células tratadas, ya que se conoce que XeB disminuye el consumo de 

oxígeno basal en células tumorales de mama (Cárdenas et al., 2016).  

Para caracterizar el perfil bioenergético de las líneas celulares de cáncer 

de mama en presencia de cada inhibidor, las células fueron tratadas con los 

compuestos a concentraciones crecientes por 24h, luego se utilizó el analizador 

de flujo extracelular Seahorse XF96e para determinar la velocidad de consumo 

de oxígeno (OCR) en condiciones de sustratos estándar (en presencia de 

glucosa, glutamina y piruvato según el requerimiento de cada línea 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 oxígeno a las concentraciones utilizadas.  

El efecto de estos compuestos activos en el consumo de oxígeno basal 

mitocondrial fue dosis dependiente, con 7.5 μM como la mínima concentración 

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

de células de cáncer 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 migración celular en las líneas 

celulares de cáncer de mama triple negativo  

 

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la migración e invasión, 

se seleccionaron los compuestos que mostraron tener actividad similar a XeB en 

su efecto sobre citotoxicidad y proliferación, disminución del flujo de Ca2+ y en 

bioenergética mitocondrial, es decir los compuestos 10B y 297B. Con fin de 

estudiar la migración celular se utilizó la aproximación experimental de transwell. 

Líneas celulares de cáncer 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 μM disminuye 

significativamente la migración celular en las líneas altamente migratorias MDA-

MB-231 y BT-549 (Figura 5). 

 

 

 

 

 

Figura 5: Efecto del compuesto 10B en migración de células de cáncer de mama 

triple negativo. (A)  Efecto de XeB y 10B en migración celular de células MDA-MB-231. 
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(B) Efecto de XeB y 10B en migración 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 tiñeron con cristal violeta 0.2%. Los 

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

 

6.6 El compuesto 10B disminuye la invasión celular en la línea de cáncer 

de mama triple negativo MDA-MB-231 

 

Para estudiar la invasión de células cancerosas, se han desarrollado y 

utilizado diversos ensayos in vitro. Muchos ensayos in vitro comunes para evaluar 

la invasión del cáncer son bidimensionales (2D), los cuales no pueden replicar 

las condiciones observadas en el entorno tridimensional (3D) del cuerpo humano. 

Además, la monocapa de células utilizadas en los ensayos 2D no refleja las 

interacciones dinámicas entre las células cancerosas del tumor primario y entre 

las células tumorales y la MEC. Es por esto que se realizó un ensayo de invasión 

de esferoides en matriz 3D, que es cuantificable y dependiente de la degradación 

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 colágeno, 

posteriormente fueron tratados con el compuesto 10B y XeB por 96 horas y cada 

24 horas se documentó el crecimiento mediante imágenes. 
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Figura 6: Efecto del compuesto 10B en invasión en células de cáncer de mama 

triple negativo. (A) Imágenes representativas del efecto de XeB y 10B a 5 y 7.5 μM en 

invasión de esferoides en la línea celular MDA-MB-231. (B) Cuantificación de la invasión 

de esferoides de células MDA-MB-231 estimuladas con XeB y 10B a 5 y 7.5 μM. Los 

esferoides fueron incubados por 96 h con XeB o 10B, y cada 24 h se registró la invasión 

en la matriz de colágeno mediante imágenes. 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. DISCUSIÓN 

 

Uno de los principales resultados de este estudio es la identificación de un 

nuevo compuesto sintético estructuralmente similar a XeB, que al igual que esta 

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

Como se mencionó 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 unión a IP3 (IP3BD). La interacción entre IP3 y el 

IP3BD es dada por una serie de puentes de hidrógeno, formados por la 

interacción entre los grupos fosfato de IP3 y residuos cargados positivamente 

dentro del IP3BD, e interacciones hidrofóbicas, por la interacción del anillo inositol 

de IP3 con residuos hidrofóbicos 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 hidrógeno e interacciones hidrofóbicas, 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 Ca2+ RE-mitocondria permite un estado 

bioenergético celular óptimo, manteniendo el flujo a través del ciclo de Krebs para 

sostener la fosforilación oxidativa y la producción de ATP. La reducción de esta 



46 
 

transferencia de Ca2+ se traduce en una disminución en la producción de ATP y 

en la activación de AMPK, lo que promueve la autofagia como un mecanismo de 

supervivencia. (Cárdenas et al. 2010).  

Esta transferencia constitutiva de Ca2+ a la mitocondria es un requerimiento 

esencial para la sobrevivencia de células tumorales. En ausencia de esta 

comunicación, ya sea como consecuencia de un bloqueo en la salida de Ca2+ 

mediada por IP3R o por un bloqueo de la entrada de Ca2+ 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 específica de células cancerosas fue observada en líneas celulares 

tumorigénicas humanas derivadas de cáncer de mama, próstata, cérvix, hueso, 

colon, riñón, piel y cerebro; además, la inhibición del IP3R redujo el crecimiento 

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

Estos datos sugieren que las células cancerosas, debido a su dependencia 

de OXPHOS y el ciclo de Krebs para su viabilidad, tienen una dependencia 

fundamental en la transferencia de Ca2+ de RE a mitocondrias a través de la 

activación de deshidrogenasas dependientes de Ca2+ que mantienen pasos clave 

en el ciclo de Krebs y OXPHOS. 
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Las células normales también dependen de OXPHOS y del ciclo de Krebs, 

pero, a diferencia de las células cancerosas examinadas, la interrupción de la 

transferencia constitutiva de Ca2+ 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 inhibición 

tiende a inducir la muerte celular [112]. Entonces, ¿cuál es la diferencia entre 

células tumorigénicas y no tumorigénicas, que lleva a la dependencia de Ca2+ 

mitocondrial específicamente en células cancerosas? 

La inhibición de la captación de Ca2+ mitocondrial en células normales disminuye 

la proliferación, mientras que en células tumorales no lo hace, causando la 

muerte celular durante la citocinesis. Esta falla de las células tumorales para 

disminuir la proliferación 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 demostración de que ambos 

compuestos, XeB y 10B disminuyen la migración y la invasión celular en células 

de cáncer de mama triple negativo. Muchos estudios han mostrado 

reiteradamente una correlación entre el flujo de Ca2+ RE-mitocondria, con la 

invasión y metástasis de células tumorales, mostrando in vitro e in vivo la 
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disminución de la migración al intervenir la transferencia de Ca2+ a nivel de IP3Rs, 

MCU, y VDAC [78] [81] [83]. Aunque no fue descrito por Cárdenas et. al, se 

espera que una crisis bioenergética inducida de manera similar también pueda 

inhibir la invasión de células cancerosas y la metástasis, basado en el 

requerimiento de fosforilación oxidativa funcional en la metástasis tumoral [33] 

[106] [108], así como en las demandas bioenergéticas limitadas espacialmente 

necesarias para la migración 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 Cárdenas et. al, al 

escoger una concentración de inhibidor de IP3R a la cual no se afecta 

significativamente la viabilidad, se espera que el efecto al disminuir la migración 

e invasión no sea derivado de un mecanismo de muerte como el descrito en ese 

trabajo, sino que sea un mecanismo independiente y relativo únicamente a 

procesos de migración e invasión celular. 

Este mecanismo es objeto de estudio actualmente en el Laboratorio de 

Metabolismo Celular y Bioenergética dirigido por el Dr. César Cárdenas, donde 

se realizó este trabajo, teniendo como posibles vías la activación de AMPK y la 

autofagia como causas de la disminución de los procesos de migración e invasión 

celular en células cancerosas cuando se interrumpe la liberación de Ca2+ reticular 

a través de IP3R (Cárdenas et al., 2010, 2016). Ambos focos se han relacionado 

con una disminución de la migración e invasión en distintos modelos celulares, 
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en el caso de AMPK, al ser activada por estrés metabólico resulta en un 

mecanismo que induce la inhibición 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 podría 

considerarse causal de este fenómeno, al haberse descrito que modula la 

migración celular mediante el reciclaje de integrinas β1, receptores 

transmembrana que interaccionan con el citoesqueleto y la matriz extracelular 

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

En este trabajo se caracterizaron cuatro nuevos compuestos sintéticos 

estructuralmente similares a XeB, un inhibidor específico del receptor de IP3. Se 

identificaron dos con efectos similares a XeB al ser capaces de disminuir la 

respiración basal mitocondrial en líneas celulares de cáncer 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 más activos (10B) se determinó el efecto 

de la inhibición de la transferencia de Ca2+ RE-mitocondria en migración e 

invasión celular, mostrando que esta inhibición disminuye significativamente la 

migración y la invasión celular en líneas de cáncer de mama triple negativo. 

Estos nuevos compuestos emergen como potenciales nuevos inhibidores de 

la transferencia de Ca2+ RE-mitocondria mediada por IP3R con actividad anti-

tumorigénica. Estos resultados contribuyen a la creciente evidencia que apunta 

a esta transferencia de Ca2+ entre ER y mitocondria como una oportunidad para 

desarrollar posibles tratamientos contra la metástasis, además, sugiere que 

estrategias terapéuticas originalmente diseñadas para promover la muerte celular 

también pueden ser útiles en el control de la metástasis. 
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9. GLOSARIO 

- Adhesiones focales: Sitios de adhesión entre célula y matriz extracelular, son 

grandes conjuntos macromoleculares asociados a membrana plasmática 

conectados al citoesqueleto de actina, mediante la interacción de proteínas 

transmembrana (integrinas) con sus ligandos extracelulares. Además, son sitios 

de transducción de señales bioquímicas y mecánicas en respuesta a la adhesión. 

 

- AMPK (Proteína quinasa activada por AMP): Complejo enzimático altamente 

conservado entre especies por ser un regulador central del metabolismo celular. 

Se activa ante un estrés energético cuando los niveles de ATP disminuyen y 

aumentan niveles de ADP y AMP. En respuesta, AMPK activa vías catabólicas 

para generar ATP, es decir, induce la captación de glucosa y estimula la glicólisis, 

induce la captación y oxidación de ácidos grasos y activa la autofagia, e inhibe 

vías anabólicas como procesos biosintéticos que consumen ATP.  

 

- Angiogénesis: Formación de vasos sanguíneos y capilares nuevos a partir del 

crecimiento de vasos sanguíneos preexistentes. Es un proceso fisiológico normal 

que ocurre durante el desarrollo embrionario y la cicatrización de heridas, sin 

embargo es fundamental durante el crecimiento tumoral y es necesario para su 

diseminación en la metástasis.  

 

- Autofagia: Proceso de degradación celular regulada de material citoplásmico, 

es decir moléculas y organelos, en lisosomas para su posterior reciclaje, 

produciendo nuevos bloques de construcción para la renovación de componentes 

celulares y la homeostasis celular. Es inducido ante diferentes tipos de estrés, 

previniendo el daño celular y promoviendo la supervivencia. 

 

- Ciclo celular: Serie de sucesos controlados que conducen al crecimiento de una 

célula y su división en dos células hijas. Estos eventos incluyen la duplicación de 

su ADN (replicación del ADN) y algunos de sus organelos, y posteriormente la 
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partición de su citoplasma y otros componentes en dos células hijas en un 

proceso llamado división celular. 

 

- Ciclo de Krebs: También llamado ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) o ciclo del 

ácido cítrico, es una serie de reacciones químicas utilizada por los organismos 

aeróbicos para generar energía celular e intermediarios para las vías 

biosintéticas. Esta serie de reacciones no solo es capaz de suplir gran parte de 

las necesidades energéticas en organismos complejos, sino que las moléculas 

que se producen en estas reacciones pueden usarse como bloques de 

construcción para una gran cantidad de procesos importantes, incluida la síntesis 

de ácidos grasos, aminoácidos para la construcción de proteínas, y purinas y 

pirimidinas utilizadas en la síntesis de ADN. 

 

- Citotoxicidad: Es el grado en que un estímulo endógeno o exógeno puede dañar 

una célula. Una sustancia o proceso que causa daño o muerte celular se 

denomina citotóxico. Las células expuestas a compuestos citotóxicos pueden 

sufrir necrosis (muerte celular), apoptosis (muerte celular programada), autofagia 

como mecanismo de supervivencia, o dejar de crecer y dividirse activamente 

disminuyendo la proliferación celular. 

 

- Efecto Warburg: Describe el fenómeno en el cual las células tumorales obtienen 

energía metabolizando la glucosa principalmente de forma anaeróbica mediante 

glicólisis, y no de forma aeróbica a pesar de estar en presencia de oxígeno. Fue 

descrito por Otto Warburg en 1924 al observar que los tumores consumen 

enormes cantidades de glucosa en relación con la mayoría de los tejidos 

normales, y que gran parte de la glucosa consumida por los tumores se fermenta 

a lactato, en lugar de oxidarse en vías que requieren respiración. 

 

- Estrés metabólico: Resulta de un agotamiento u exceso de nutrientes, 

desencadenando una serie de diferentes respuestas adaptativas para restaurar 

la homeostasis dinámica y mantener la función celular. Esto es, diversas vías de 

señalización que detectan y posteriormente ajustan alteraciones en el 

metabolismo de intermediarios o energético (ATP, NAD+, oxígeno). 
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- Fosforilación oxidativa (OXPHOS): Es la vía metabólica final en la producción 

de ATP. La energía almacenada en nutrientes como la glucosa es liberada en el 

ciclo de Krebs, produciendo dióxido de carbono y los donantes de electrones 

NADH y FADH. La fosforilación oxidativa utiliza estas moléculas junto al O2, 

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 síntesis de ATP. 

 

- Glicólisis: Es una serie de reacciones que extraen energía de la glucosa para 

el metabolismo celular. Consiste en diez reacciones enzimáticas consecutivas 

que convierten a la glucosa en dos moléculas de piruvato, el cual es capaz de 

seguir otras vías metabólicas para la obtención de energía en forma de ATP y 

NADH. No requiere oxígeno, y se encuentra en una gran cantidad de especies, 

por lo que se ha determinado como una vía metabólica antigua. 

 

- “Hallmarks” del cáncer: En el año 2000, Hanahan y Weinberg publican el artículo 

“The hallmarks of cancer” en el cual organizan capacidades biológicas adquiridas 

durante el desarrollo del cáncer, incluyendo: (1) mantención de la señalización 

proliferativa, (2) evasión de supresores de crecimiento, (3) resistencia a la muerte 

celular, (4) potencial replicativo ilimitado, (5) inducción de angiogénesis, e (6) 

invasión de tejidos y metástasis. Una década más tarde, se añadieron dos 

características: (7) reprogramación del metabolismo energético y (8) evasión de 

la respuesta inmune, y además se agregaron dos características habilitadoras: 

(1) inestabilidad genómica y mutación, y (2) inflamación promotora de tumores. 

 

- Homeostasis: Capacidad de un organismo para mantener las variables internas 

físicas y químicas del cuerpo dentro de los límites que le permiten sobrevivir. La 

homeostasis también se define como los procesos de autorregulación para el 

funcionamiento óptimo del organismo, que abarca diversas variables, como la 

temperatura corporal, el balance de fluidos, el pH del líquido extracelular, las 

concentraciones de iones de Na+, K+ y Ca2+, el nivel de azúcar en sangre, entre 

muchas otras. 

- IC50: O concentración media inhibitoria máxima, es una medida que indica la 

cantidad de una sustancia inhibidora particular (por ejemplo, un fármaco) que se 
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necesita para inhibir, in vitro, un proceso biológico o componente biológico 

determinado a la mitad. Proporciona una medida de la potencia de una sustancia 

para inhibir una función biológica o bioquímica específica. 

 

- Invasión celular: La invasión celular se relaciona con la migración celular, y 

consiste en la capacidad de las células para volverse móviles 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 metástasis. 

 

- Metástasis: Propagación del cáncer a una parte del cuerpo distante del tumor 

maligno primario original, mediante la diseminación de células cancerosas a 

través del sistema linfático o sanguíneo. Las nuevas apariciones de cáncer en 

otros órganos o tejidos del cuerpo se denominan metástasis. El curso de la 

metástasis tumoral conlleva una serie de eventos denominada cascada 

metastásica, y es en gran medida responsable de la mortalidad y morbilidad del 

cáncer. 

 

- Migración celular: Movimiento de una sola célula o un grupo de células en 

respuesta a señales químicas y/o mecánicas. Es un proceso fisiológico 

fundamental que ocurre durante el desarrollo embrionario, la cicatrización de 

heridas, homeostasis de tejidos y las respuestas inmunitarias. Sin embargo, las 

células en movimiento pueden desregularse y contribuir a muchos procesos 

patológicos como la inflamación y la metástasis del cáncer. 

 

-mTOR: Por la sigla en inglés Mammalian Target Of Rapamycin, es una proteína 

quinasa que controla el crecimiento celular y el metabolismo en respuesta a 

nutrientes, factores de crecimiento, energética celular y estrés. 

 

- Poro de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP): Poro proteico que se 

forma en la membrana mitocondrial interna bajo ciertas condiciones patológicas, 

tales como estrés oxidativo (ROS), exceso de iones Ca2+, entre otras. La apertura 
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del poro de transición de permeabilidad, puede provocar inflamación mitocondrial 

y muerte celular por apoptosis o necrosis. 

 

- Potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm): Las mitocondrias mantienen la 

fosforilación 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 síntesis de ATP. 

 

- Respiración celular: Un conjunto de reacciones catabólicas y procesos 

metabólicos que tienen lugar dentro de una célula en los que la energía se 

obtiene a partir de nutrientes (azúcares, aminoácidos y ácidos grasos) y se 

almacena en moléculas transportadoras de energía (por ejemplo, ATP) para su 

uso en procesos celulares que requieren energía. Hay tres etapas principales en 

la respiración celular: glicólisis, ciclo de Krebs y transporte de electrones/ 

fosforilación oxidativa. 

  

- ROS (Especies reactivas de oxígeno): Son un conjunto de moléculas químicas 

y radicales libres altamente reactivos derivados del O2, que se forman por 

reacciones de reducción-oxidación (redox) o por excitación electrónica. En un 

contexto biológico, las ROS son subproductos del metabolismo normal del 

oxígeno. Tienen funciones en la señalización celular y la homeostasis. Los ROS 

son intrínsecos al funcionamiento celular y están presentes en niveles bajos y 

constantes dentro de las células. Una acumulación de ROS puede dañar el ADN, 

el ARN y las proteínas, y puede causar la muerte celular. 

 

- Vías de señalización celular: La señalización celular orquesta las actividades 

celulares básicas y dirige los procesos celulares a través de una compleja 

coordinación de respuestas al microambiente celular. Se le denomina 

señalización celular o transducción de señales a la compleja interacción de un 

receptor activado ante un estímulo, con otras proteínas dentro de la célula 

formando una serie o “cascada” de eventos moleculares, para finalmente producir 

una respuesta celular. 
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