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RESUMEN

El cancer de seno triple negativo (TNBC), es la forma mas agresiva de cancer de seno, caracterizada
por no expresar receptores de estrogenos (ER), receptores de progesterona (PR) y receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico (HER2). TNBC no responde a la terapia endocrina convencional y
frecuentemente presenta resistencia. Por lo tanto, el desarrollo de terapias efectivas, seguras y
clinicamente utiles para tratar TNBC es urgentemente necesario. Recientemente, ha sido reportado
que las lineas celulares de TNBC estan caracterizadas por disfuncion mitocondrial, glicélisis elevada,
y un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en comparacion con las
células de cancer de seno receptores-positivas (no TNBC). Asi, una estrategia viable para tratar el
TNBC es utilizando como blanco terapéutico las diferencias bioquimicas entre el metabolismo y la
bioenergética mitocondrial de las células sanas y las tumorales, con agentes dirigidos a la
mitocondria (MTAs). En este estudio, nosotros investigamos los efectos citotdxicos y alteraciones en
la bioenergética celular inducidas por MTAs en lineas celulares de cancer de seno y células de
epitelio mamario no tumorales. La metformina dirigida a la mitocondria (Mito-Met), es basada en la
biguanida metformina, una droga antidiabética conjugada a un catién de trifenilfosfina. Mito-SG1 es
un nitroxido lineal dirigido a la mitocondria, SG1 [(N-terc-butil-N- [1-dietilfosfono- (2,2-dimetilpropilo)]]
conjugado a un catién alquil trifenilfosfonio.

Ensayos de muerte celular, formacion de colonias, crecimiento celular, potencial de membrana
mitocondrial, produccion de ROS, apoptosis y de funcién bioenergética mitocondrial en tiempo real
fueron realizados en lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no TNBC (MCF7 y
T47D) tratadas y no tratadas con MTAs. Mito-SG1 exhibe mayor efecto selectivo antitumoral que
Mito-Met en todas las lineas celulares evaluadas. Mito-SG1 indujo selectivamente una inhibicién
dosis dependiente de la viabilidad celular, formacion de colonias y crecimiento celular en células
TNBC y no TNBC, pero no en células MCF-10A normales. El tratamiento con Mito-SG1 también
indujo un cambio dependiente de la concentracion en el potencial de membrana mitocondrial, la
activacion de caspasas 3/7, externalizacion de fosfatidilserina y un aumento en la produccion de
ROS. Nosotros también establecimos que Mito-SG1 se direcciona a la mitocondria induciendo una
disminucion en la tasa de consumo de oxigeno (OCR), la respiraciéon maxima y la capacidad
respiratoria de reserva en las células TNBC y no TNBC. Descubrimos que el tratamiento con Mito-
SG1 provocod un cambio en los fenotipos metabdlicos basales y en condicion de estrés energético
de TNBC, lo que sugiere que se afecta la capacidad de las células para satisfacer sus demandas
energéticas de supervivencia por disfuncién mitocondrial. Encontramos diferencias metabdlicas en
la oxidacién de las principales fuentes de carbono, lo que permiten el desarrollo de nuevas terapias
dirigidas al metabolismo celular especifico en TNBC. Curiosamente, también se encontré que los
efectos de Mito-SG1 van mas alla de la disfunciéon mitocondrial. El tratamiento con Mito-SG1 en las
lineas celulares de TNBC demostré que afecta la via Ras-MEK-ERK, previniendo la fosforilacion de
quinasas corriente abajo.

Palabras claves: Cancer de seno triple negativo, agentes dirigidos a la mitocondria, Mito-SG1, Mito-
Met, metabolismo.
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ABSTRACT

Triple-negative breast cancers (TNBC), are the most aggressive forms of breast cancer that are
negative for estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR) and human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2) expression. TNBC is not responsive to common endocrine therapies and often
exhibit resistance. Thus, development of effective, safe and clinically useful therapies to treat TNBC
are urgently needed. Recently, it has been reported that TNBC cell lines are characterized by
mitochondrial dysfunction, elevated glycolysis, and increased generation of reactive oxygen species
(ROS) as compared to receptor positive breast cancer cells (non-TNBC). Thus, a viable strategy to
treat TNBC is by targeting the biochemical differences between cancer and normal cell metabolism
and mitochondrial bioenergetics with mitochondria-targeted agents (MTAs). In this study, we
investigated the cytotoxic effects and alterations in cellular bioenergetics induced by MTA in breast
cancer and normal breast epithelial cells. Mitochondria targeted metformin (Mito-Met) is based on
biguanide antidiabetic drug metformin, conjugated to an alkyl triphenylphosphonium cation. Mito-SG1
is a mitochondria-targeted lineal nitroxide, SG1 [(N-tert-butyl- N-[1-diethylphosphono-(2,2-
dimethylpropyl)]] conjugated to an alkyl triphenylphosphonium cation.

Cell death, colony formation, cell growth, mitochondrial membrane potential, ROS production,
apoptosis and real time mitochondrial bioenergetic function assays were performed in untreated and
treated TNBC (MDA-MB-231 and MDA-MB-468) and no TNBC cell lines (MCF7 and T47D) with
MTAs. Mito-SG1 exhibit more selective antitumoral effects than Mito-Met in all cell lines evaluated.
Mito-SG1 selectively induced a dose dependent inhibition of cell viability, colony formation and cell
growth in TNBC and non-TNBC cells but not in normal MCF-10A cells. Treatment with Mito-SG1 also
induced a concentration dependent change in mitochondrial membrane potential, activation of
caspases 3/7, phosphatidylserine externalization and an increase in ROS production. We also
established that Mito-SG1 targets mitochondria inducing a decrease in oxygen consumption rate
(OCR), maximal respiration and spare respiratory capacity in TNBC and non-TNBC cells. We also
discovered that treatment with Mito-SG1 prompted a switch in both TNBC baseline and stressed
metabolic phenotypes suggesting that it impaired the cells ability to meet their energetic demands for
survival by targeting mitochondria. By the other way, we found metabolic differences in the oxidation
of the main carbon sources that allow the development of new therapies directed to specific cellular
metabolism in TNBC. Mito-SG1 was found to synergize with 2DG and enhancing doxorubicin
cytotoxicity in TNBC cells. Interestingly, we also found that Mito-SG1 effects are also beyond
targeting mitochondria. Treatment of TNBC cells demonstrated that Mito-SG1 also impacts the Ras-
MEK-ERK pathway, preventing downstream phosphorylation of kinases.

Keywords: Triple negative breast cancer, mitochondria-targeted agents, Mito-SG1, Mito-Met,
metabolism.
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1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de seno CS es la segunda causa de cancer en el mundo, la quinta causa
de muerte relacionada y se constituye como el tipo de cancer mas prevalente en
ambos sexos (GLOBOCAN 2012). En mujeres, el CS es de lejos, el cancer mas
comun con 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados en el 2012, lo que
corresponde al 25% de todos los casos de cancer a nivel mundial. EI CS es el tipo
de cancer mas comun, tanto en paises en via de desarrollo (883.000 casos) como
en las regiones mas desarrolladas (794.000 casos), con una leve diferencia entre
los dos. En mujeres, el CS constituye la principal causa de muerte en paises en via
de desarrollo (324.000 muertes, 14.3% del total), y es ahora la segunda causa de
muerte en paises desarrollados (198.000 muertes, 15.4% del total) después del
cancer de pulmon.

En Colombia, es la principal causa de muerte en mujeres (GLOBOCAN 2012) y
segun informe técnico realizado por la Subdireccion de Enfermedades No
Transmisibles (ENT) del Ministerio de Salud y Proteccion Social en el 2014, se
destaca el aumento del cancer de seno en el pais. En Colombia, esta enfermedad
se perfila como un problema de salud publica debido a que por su causa anualmente
fallecen 2.649 mujeres. Se estima que alrededor de 8.686 casos son detectado al
afno; los cuales, en su mayoria son registrados en Bogota, Medellin, Cali,
Barranquilla, Cartagena, Bucaramanga, Santa Marta y San Andrés. Asi mismo, la
ocurrencia de mayor mortalidad del cancer de seno ocurre en las grandes ciudades
del pais, lo que plantean podria ser explicado por la presencia de factores de riesgo
comunes en las ciudades, relacionada con la urbanizacién y el desarrollo. “La edad
tardia al primer embarazo, la baja paridad, la no practica de lactancia materna y el
uso de anticonceptivos orales; sumados a otros factores de riesgo como una menor
prevalencia de la practica de actividad fisica y una mayor prevalencia de la obesidad
en el contexto urbano son consecuencias de lo que estamos viendo en el pais frente
a esta patologia”. Sin embargo, a pesar de los avances de los paises desarrollados
en la deteccion temprana y el tratamiento, el porcentaje del total de muertes
relacionadas se mantiene en el 15.4% vs un 14.3% de los paises en vias de
desarrollo.

La mayoria de los canceres de seno son carcinomas, un tipo de cancer que
comienza en las células (células epiteliales) que revisten los 6rganos y los tejidos
como el seno. De hecho, los canceres de seno son a menudo un tipo de carcinoma
llamado adenocarcinoma, que es el carcinoma que comienza en el tejido glandular.
Otros tipos de cancer también pueden ocurrir en el seno, como los sarcomas, que
empiezan en las células del musculo o tejido conectivo. En algunos casos, un solo
tumor del seno puede ser una combinacién de diferentes tipos o ser una mezcla de
in situ y cancer invasivo. El cancer de seno también se puede clasificar en funcion
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de las proteinas que se encuentran sobre la superficie de las células cancerosas o
dentro de ellas, en grupos como “receptor hormonal positivo” o “triple negativo”. El
fenotipo receptor hormonal positivo responde bien a las terapias hormonales, sin
embargo, el cancer de seno triple negativo, conocido en por sus siglas en inglés
como TNBC (Triple negative breast cancer), el cual representa aproximadamente el
20% de todos los casos de cancer de seno (1), es considerado como el mas severo
subgrupo dado que no expresa los genes para los receptores de estrogenos,
progesterona y factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2), por lo tanto, no responde
a la hormonoterapia, ni a las terapias dirigidas a los receptores de HER2, como
Herceptin (Trastuzumab), conllevando un mayor riesgo de recaida y una tasa de
mortalidad mas alta en comparacion con otros subtipos de cancer de seno Figura I-
1. A pesar de las investigaciones sobre nuevos tratamientos, la quimioterapia
citotoxica se mantiene como la unica terapia aprobada para TNBC. Sin embargo, a
pesar de tener una primera respuesta sustancial, se presenta una frecuente recaida
y una pobre tasa de sobrevida (2, 3).

Cancer de seno triple negativo v

MNo hay blanco terapéutico 2
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& Receptor Her2 s Trastuzumab

Figura I- 1 Problematica del tratamiento de cancer de seno triple negativo.
Fuente: Adaptado de http://triplesteptowardthecure.org/understanding.ph.

En consecuencia, el TNBC en Colombia, como a nivel mundial se constituye en un
desafio socioecondmico para la familia del paciente y para el sistema de seguridad
social en salud, lo cual hace necesario y prioritario la implementacion de estrategias
que contribuyan a minimizar la mortalidad de esta patologia. Recientes hallazgos
evidencian que los tumores difieren en el nivel de expresion de un alto niumero de
genes y mutaciones, incluso entre pacientes con el mismo tipo de tumor (4, 5). Lo
qgue nos lleva a concluir que, sera improbable suprimir el cancer empleando terapias
dirigidas a un unico gen o a una sola via de sefalizacion que pueden diferir entre
un paciente u otro, o dentro del mismo tumor. Por ende, es imperativa la busqueda
de un objetivo que sea invariable y cuya explotacion pueda presentar una estrategia
general para el tratamiento eficiente a través de todas las patologias neoplasicas.
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Recientemente, el desarrollo de compuestos cuya blanco es la mitocondria ha
mostrado prometedores resultados (6, 7). En modelos de sobreexpresién del
oncogen Ras en células y ratones, se ha demostrado que tanto el metabolismo
mitocondrial, como las especies reactivas del oxigeno (ROS) son esenciales para
la carcinogénesis (8). En contraste, la actividad de la armada enzimatica
antioxidante celular primaria (cobre, zinc superéxido dismutasa (SOD),
manganeso-SOD, catalasa y glutation peroxidasa) se encuentra disminuida (6). Sin
embargo, para superar este problema, la célula cancerosa re-direcciona la glicolisis
aerdbica de la via glucosa-6-fosfato a la via pentosa fostato (PPP), resultando en la
sobre-produccion de NADPH y glutation reducido (GSH) (7, 9). Por otra parte, el
incremento de NADPH, dado por la deficiencia respiratoria, inactiva PTEN a través
de un mecanismo de modificacién redox, liderando la activacion de Akt (10). De esta
forma, se adquiere una mayor resistencia de las células tumorales a las agresiones
oxidativas y quimioterapias generadoras de ROS como la doxorrubicina (11).

Dado el rol principal de la mitocondria en cancer, uno de los puntos débiles a
considerar es sin duda la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa
(MOMP) lo que induce inflamacion y apoptosis, a través de la liberacion del
citocromo C al citoplasma, via caspasas (11). La inducciéon de la MOMP puede
ocurrir a través de la familia de proteinas Bcl-2, por la activacion de la permeabilidad
mitocondrial a través de la formacién del poro de transicion (MPTP) o una
combinacion de ambos (7, 9). No es de sorprender que Bcl-2 y Bcl-xl estén sobre-
expresadas como un mecanismo de proteccién en los tumores. El aumento de ROS
se sabe que induce la activacién de la MPTP. Aunque en el cancer, las mitocondrias
se reconocen como la principal fuente de ROS, estas concentraciones mortales son
controladas por el aumento de GSH procedente del citoplasma y este es facilmente
permeable a la mitocondria. Estrategias que aborden la MPTP mediante la
induccién de ROS para cambiar la capacidad antioxidante del cancer e inducir la
muerte celular se encuentran en uso y en desarrollo (7, 9). Las terapias tradicionales
como la radiacion y doxorrubicina se basan en este principio (12, 13). Sin embargo,
ninguna de estas estrategias de tratamiento logra cumplir el reto de especificamente
ejercer toxicidad selectiva en células tumorales y no en células normales,
generando por ende, las altas tasas de mortalidad tanto por resistencia como por el
dano colateral que genera la terapia (14).

Sin embargo, nuestro laboratorio ha sido pionero en el desarrollo de nuevos agentes
mitocondriales con actividad antitumoral en modelos de cancer de seno. El agente
mitocondrial mimético de superdxido dismutasa (SOD), Mito-CP (nitroxido carboxi
proxilo enlazado a un cation lipofilico de trifenilfosfina), ha demostrado que ejerce
efectos citotoxicos selectivos en células de cancer de seno, pero no en células
epiteliales mamarias normales. Trasladando nuestros resultados previos, tenemos
como hipotesis que la Mito-Met (metformina enlazadas a un cation lipofilico de
trifenilfosfina), deberia ejercer un efecto citotdxico selectivo en células resistentes a
quimioterapia de CG atacando a la mitocondria. De la misma manera, sintetizamos
el un nuevo mito-nitroxido, Mito-SG1, el cual tiene una menor capacidad de
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reduccion que Mito-CP y en estudios preliminares demostré efectos apoptoticos en
concentraciones submicromolares en células de Hepatocarcinoma) y cancer de
seno.

Por ende, se plantea como pregunta de investigacion, si ¢los agentes Mito-SG1 y
Mito-Met pueden ejercer efectos citotoxicos selectivos en células de cancer de seno
triple negativo y cual seria su mecanismo de accion?
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1.2 JUSTIFICACION

El cancer de seno es la malignidad mas comun en las mujeres en todo el mundo,
asi como la primera causa de muerte relacionada (15). A pesar del control local de
esta patologia por medio de la reseccion quirurgica y la radioterapia, muchas
mujeres que presentan un tumor aparentemente localizado terminan recayendo con
bajas tasas de supervivencia y alta mortalidad (16). En Colombia, a pesar de los
esfuerzos por parte del Ministerio de Salud, entre ellos la adopcion del Plan Decenal
para el Control del Cancer 2012-2021, cuya finalidad es reducir la incidencia,
mortalidad y discapacidad por esta enfermedad, en el caso de cancer de seno, este
se mantiene como el cancer mas incidente en mujeres, al igual que la primera causa
de muerte relacionada. Son muchos los factores que intervienen en el
mantenimiento de las estadisticas del cancer de seno, tales como, la edad tardia al
primer embarazo (17, 18), la baja paridad (19), la no practica de lactancia materna
(20) y el uso de anticonceptivos orales (21); sumados a otros factores de riesgo
como una baja practica de actividad fisica (22, 23) y una mayor prevalencia de la
obesidad (24, 25) entre otros; sin embargo, una vez detectado el cancer de seno,
existen una amplia gama de tratamientos hormonales, radioterapia, reseccion
quirurgica que favorecen la tasa de supervivencia, siendo esta casi del 100%
cuando hay una deteccidn temprana del cancer. ;Entonces, porque seguimos
teniendo tasas de mortalidad tan altas? El problema de la mortalidad se podria
agrupar en tres contextos principalmente: la deteccion tardia (26), la resistencia a
las terapias convencionales (27-29), y a la presencia de un subtipo de cancer de
seno de dificil tratamiento y peor prondstico, conocido como cancer de seno triple
negativo (TNBC).

En el caso TNBC, a pesar de una detecciéon temprana, este presenta peor
pronostico que los otros subtipos de cancer de seno, dado que no responden a las
terapias convencionales por la no expresion de receptores hormonales (receptores
de estrogeno y progesterona) asi como la no expresion del receptor 2 para el factor
de crecimiento epidérmico HER2. EI TNBC representa el 20% de los diagndsticos
de cancer de seno en el mundo. Mas del 20% de los pacientes con TNBC presentan
mutacion en el gen supresor de tumor BRCA, particularmente en BRCA 1. Las
mujeres en premenopausia, asi como aquellas que han tenido tres o mas
nacimientos y la obesidad estan asociados con un incremento en el riesgo de TNBC
(1). Estudios demuestran que el diagndstico de TNBC se da mas por sus
manifestaciones clinicas que por mamografia, debido a su agresividad y rapido
crecimiento. Estos subtipos de tumores, fenotipicamente unicos, tienen un
prondstico y un tratamiento especificos. Para entender el tratamiento actual del
cancer de seno hay que reconocer los cambios y hallazgos que a lo largo del tiempo
se han ido dando. En la actualidad existen descripciones del perfil genético de los
tumores y de las diferentes caracteristicas que éstos expresan. El analisis de las
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peculiaridades genéticas de los tumores es continuo, encontrandose en la literatura
muchas publicaciones que determinan las caracteristicas intrinsecas del cancer de
seno y que los dividen en tumores luminares, cuando expresan receptores
hormonales, en tumores con niveles altos de HER2 y en tumores de tipo "basal",
cuando expresan bajos niveles para receptores hormonales y para HERZ2,
constituyendo éstos la mayoria del fenotipo TNBC (30-32). Se han establecido
diferencias marcadas, en términos de prondstico y tratamiento, para cada subtipo,
resaltdndose el hecho de que los tumores triple receptor negativo tienden a ser
bioldgicamente mas agresivos y de peor pronostico (33, 34). Estudios recientes
también sugieren que el potencial metastasico a 6rganos viscerales, incluyendo
sistema nervioso central, es también mas evidente en el subtipo triple negativo (35,
36) y a diferencia de los otros, es un subtipo que carece de tratamientos especificos
dirigidos a blancos moleculares. Por esta razon, la urgencia de desarrollar nuevos
agentes para el tratamiento, mas alla de la quimioterapia que existe hasta la fecha.

Para entender los problemas del tratamiento actual de cancer de seno y las
implicaciones clinicas de la caracterizacion molecular de los subtipos de cancer,
nos basaremos en la clasificacion propuesta en el 2013 en la conferencia realizada
en St Gallen (37). Dentro del grupo de cancer con receptor hormonales positivos y
negativos para HER2 de temprana deteccion, los subtipos Luminal A 'y Luminal B
tienen un desenlace predictivo a 10 afos independiente del tratamiento sistémico
administrado, asi como, un riesgo residual de recurrencia después de 5 afios de
tratamiento endocrino. El subtipo positivo para HER2, presenta 4 subtipos que
pueden ser identificados, dominando el fenotipo bioldgico y clinico. Desde la
perspectiva clinica, los pacientes con HER2+/HER2- enriquecido parecen
beneficiarse mas de terapias neoadyuvantes con trastuzumab o bloqueo dual con
trastuzumab/lapatinib, en combinacién con quimioterapia. En pacientes con
HER2+/Luminal A, la enfermedad evidencia un mejor desenlace comparado con
otros subtipos. Finalmente, en el caso de TNBC, el subtipo basal es el mas
predominante (70-80%) vy, desde una perspectiva biologica, deberia ser
considerado como un subtipo en si mismo. Es importante contemplar que en TNBC
dependiendo del subtipo basal versus no basal, se puede predecir su sobrevida
después de terapias neoadyuvantes con quimioterapia con diferentes multi-
agentes. Se observa buen resultado con bevacizumab en el tratamiento
neoadyuvante (38-40) y en el caso de cancer metastasico el docetaxel frente a
carboplatino, es preferido como tratamiento de primera linea (41). En general, los
resultados presentados sugieren que el perfil molecular proporciona informacion
clinicamente relevante mas alla de las clasificaciones actuales basadas en la
patologia.

Sin embargo, las terapias multimodales también tienen un mayor rango de efectos
adversos dado la toxicidad de los diferentes agentes empleados, asi como, son
limitadas a los tumores genéticamente relacionados, minimizando su espectro de
accion, dado que los tumores difieren en el nivel de expresién de un alto numero de
genes y mutaciones, incluso entre pacientes con el mismo tipo de tumor (4, 5).
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Adicionalmente, el problema principal de estas terapias en TNBC, es que a pesar
de que presentan inicialmente un buen resultado, |la tasa de recaida es alta y de mal
prondstico, en comparacion con cancer de seno no triple negativo. La supervivencia
post-recidiva en cancer No TNBC es de 2,3 afos versus 1 aino en TNBC, asi como
durante los primeros 3 afnos es mayor la tasa de mortalidad en TNBC (36). En la
actualidad no existen terapias aprobadas por la FDA para TNBC, generando como
unico recurso las terapias multimodales citotoxicas no selectivas con quimioterapia,
tales como doxorubicina, ciclofosfamida seguida por paclitaxel (AC-T) estudio
CALGB9741 (42, 43), o ciclofosfamida, doxorubicina y fluorouracil (CAF) estudio
CALGB8541 (44). Por ende, es imperativa la busqueda de un blanco terapéutico
que sea invariable y cuya explotacién pueda presentar una estrategia general para
el tratamiento eficiente a través de todas las patologias neoplasicas.

Debido a la falta de blancos terapéuticos en TNBC, sigue siendo un reto el desarrollo
de terapias selectivas, seguras y efectivas clinicamente para su tratamiento.
Recientemente han sido reportadas caracteristicas a nivel molecular Unicas en
TNBC, tales como disfuncién mitocondrial, un mayor potencial de membrana, una
elevada tasa de glicdlisis, y un incremento en la generacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés, reactive oxygen species) en
comparacion con aquellos subtipos de cancer de seno que son receptor-positivos
(45). Asi, se abre la posibilidad de una potencial estrategia para tratar TNBC,
aprovechando sus diferencias bioquimicas entre las células normales y las
malignas, asi como a nivel de la bioenérgetica mitocondrial con mito-compuestos
como los sensibilizadores insulinicos y Mito-nitréxidos dirigidos a la mitocondria,
tales como Mito-Met y Mito-SG1 respectivamente.

Este grupo de agentes con actividad anti-cancer que inducen la apoptosis por medio
de la desestabilizacion mitocondrial, denominado mitocans (agentes anti-cancer
dirigidos a la mitocondria) o mito-compuestos han sido recientemente objeto de
investigacion (46-49). Estos nuevos farmacos han demostrado la induccién de la
apoptosis en las células malignas. Entre dichos agentes se encuentran los
antioxidantes, miméticos de SOD, la hexoquinasa, y drogas que interfieren en la
cadena respiratoria y el ADN mitocondrial (46, 50). En 1969 Liberman et. Al. (51)
demostraron que un catibn permeable a las membranas biolégicas puede
acumularse preferentemente en la matriz mitocondrial. Siguiendo el mismo
principio, varios laboratorios de investigacion estan tratando con varios agentes
dirigidos a la mitocondria. Smith et. col. y colaboradores, fueron los primeros en
dirigir compuestos antioxidantes como ubiquinona (Mito-Q) y vitamina E, a la
mitocondria por unién covalente de la molécula diana a un catién lipofilico de
trifenilfosfonio (TPP) (52). El cation TPP es tomado preferentemente por las
mitocondrias (90-95%), donde se acumula debido al aumento del potencial de carga
negativa de la membrana mitocondrial (150-170 mV) (53). En el cancer, la
membrana celular y el potencial de membrana de las mitocondrias es aun mas
negativa que en las células normales, debido a cambios en el metabolismo y el
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desequilibrio redox (54-56). Esto hace que el uso de estos tipos de compuestos
especificos sea util como agentes quimioterapéuticos dirigidos.

En adicion, recientes estudios demuestran en TNBC desregulacion en la via de
sefalizacion dependiente de kinasas RAF-MEK-ERK en TNBC, la cual promueve el
crecimiento tumoral, convirtiéndola en un potencial blanco terapéutico para el
tratamiento de TNBC (57). Compuestos como Mito-CP, siendo un nitréxido mimético
de la superéxido dismutasa dirigido a la mitocondria, similar a Mito-SG1, ha
mostrado disminuir la fosforilacion de ERK en carcinoma medular de tiroides (58),
por ende, conociendo que Mito-SG1 tiene un mayor poder reductor que Mito-CP, se
plantea como hipétesis que Mito-SG1 podria afectar la via RAF-MEK-ERK, como
mecanismo de inhibicion de crecimiento tumoral.

De esta manera este trabajo tiene por objetivo estudiar los efectos citotdxicos del
agente antioxidante mitocondriales (Mito-SG1) y sensibilizadores de insulina (Mito-
Met) como alternativa de tratamiento en TNBC y comparar los resultados tanto en
células de cancer de seno receptor positivas, asi como en células de epitelio
mamario sano.
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1.3 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.3.1 Cancer de seno en el mundo

El cancer de seno (CS) es la segunda causa de cancer en el mundo Figura I- 2, la
quinta causa de muerte relacionada y se constituye como el tipo de cancer mas
prevalente en ambos sexos (GLOBOCAN 2012). En mujeres, el CS es de lejos, el
cancer mas comun con 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados en el 2012,
lo que corresponde al 25% de todos los casos de cancer a nivel mundial. EI CS es
el tipo de cancer mas comun, tanto en paises en via de desarrollo (883.000 casos)
como en las regiones mas desarrolladas (794.000 casos), con una leve diferencia
entre los dos. En mujeres, el CS constituye la principal causa de muerte en paises
en via de desarrollo (324.000 muertes, 14.3% del total), y es ahora la segunda causa
de muerte en paises desarrollados (198.000 muertes, 15.4% del total) después del
cancer de pulmon.
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Figura I- 2 Incidencia y Mortalidad de cancer en el mundo, excluyendo melanoma, ambos sexos,
GLOBOCAN 2012.
LNH, Linfoma No- Hodking.

En Latinoamérica, la mayoria de los paises estan experimentando una transicion
epidemioldgica, donde la carga por enfermedad esta migrando de enfermedades
infecciosas a condiciones cronicas, con un correspondiente crecimiento en las tasas
de cancer. Segun informe de la PAHO (Pan American Health Organization) y la

24



WHO (World Health Organization), la mortalidad en las Américas esta siendo
liderado por el cancer con 1.2 millones de muertes en el 2012.

En Colombia, el CS es la principal causa de muerte en mujeres Figura |- 3 y segun
informe técnico realizado por la Subdireccion de Enfermedades No Transmisibles
(ENT) del Ministerio de Salud y Proteccidn Social en el 2014, se destaca el aumento
del cancer de seno en el pais. En Colombia, esta enfermedad se perfila como un
problema de salud publica debido a que por su causa anualmente fallecen 2.649
mujeres. Se estima que alrededor de 8.686 casos son detectado al afio; los cuales,
en su mayoria son registrados en Bogota, Medellin, Cali, Barranquilla, Cartagena,
Bucaramanga, Santa Marta y San Andrés. Asi mismo, la ocurrencia de mayor
mortalidad del cancer de seno ocurre en las grandes ciudades del pais, lo que
plantean podria ser explicado por la presencia de factores de riesgo comunes en
las ciudades, relacionada con la urbanizacién y el desarrollo. “La edad tardia al
primer embarazo, la baja paridad, la no practica de lactancia materna y el uso de
anticonceptivos orales; sumados a otros factores de riesgo como una menor
prevalencia de la practica de actividad fisica y una mayor prevalencia de la obesidad
en el contexto urbano son consecuencias de lo que estamos viendo en el pais frente
a esta patologia”.
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Figura I- 3 Incidencia y Mortalidad de cancer en Colombia, excluyendo melanoma, sexo femenino,
GLOBOCAN 2012.

A nivel mundial podemos decir que el CS es mas prevalente en mujeres no hispanas
de raza blanca, sin embargo las menores tasas de sobrevida son reportadas en
mujeres de raza negra e hispanas (59). Esta correlacién puede ser dada al acceso
a los sistemas de salud y al estatus socioeconémico, asi como, la incidencia y
mortalidad entre estos grupos étnicos puede también estar asociada a una
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predisposicidn genética. Cerca de un 25% de CS presentan mutaciones en dos
genes autosdomicos dominantes de susceptibilidad para cancer de seno, BRCA1 y
BRCAZ2, generando un riesgo para el portador de desarrollar a lo largo de su vida,
cancer de seno en un rango que oscila entre el 24% al 84% (60-65), lo que nos
demuestra la fuerte correlacion entre estos genes y el desarrollo de cancer de seno.
Sin embargo, el principal factor de riesgo para desarrollar la enfermedad, es ser
mujer (con un radio de incidencia hombre a mujeres de 1:100). Lo cual es atribuido
a los efectos hormonales del ovario y es correlacionado con estudios donde se
evidencia que a mayor exposicion a estrégenos se aumenta el riesgo de CS (66).

Los esfuerzos para minimizar la incidencia y mortalidad de esta enfermedad se han
enfocado en estrategias gubernamentales para la prevencion y la deteccion
temprana, asi como se ha avanzado en los mecanismos diagnoésticos (67-71), sin
embargo, a pesar de los avances de los paises desarrollados en la deteccion
temprana y en los tratamiento, el porcentaje del total de muertes relacionadas se
mantiene en el 15.4% vs un 14.3% de los paises en vias de desarrollo.

1.3.2 Clasificacion del cancer de seno

El cancer de seno no es una sola enfermedad, es un desorden que se presenta con
diversas patologias y manifestaciones clinicas. El reconocimiento de esta
diversidad lidera la clasificacion sistematica basada en la localizacién inicial del
tumor, etapa, grado y mas recientemente, los perfiles moleculares. Si las células
anormales se encuentran dentro de los conductos del seno, el tumor recibe el
nombre de carcinoma ductal DCIS (72), siendo este el tumor no invasivo mas
frecuente, uno de cada 5 casos nuevos de cancer sera DCIS. El carcinoma ductal
invasivo o infiltrante, presente en 8 de cada 10 canceres, comienza en el conducto
lacteo del seno, penetra a través de la pared de conducto y crece en el tejido
adiposo del seno, donde tiene la posibilidad de hacer metastasis utilizando el
sistema linfatico. Si el carcinoma comienza en las glandulas productoras de leche,
se conoce como carcinoma lobulillar invasivo, y al igual que el carcinoma ductal
invasivo, puede hacer metastasis a otras partes del cuerpo, presente en
aproximadamente 1 de cada 8 casos nuevos. Existe otro tipo de cancer menos
frecuente, conocido como cancer de seno inflamatorio, representa del 1 al 3% de
todos los casos nuevos de cancer de seno. Por lo general este tipo de cancer no se
presenta como un solo tumor, sino que es evidente por el color de la piel del seno,
la cual se ve rojiza y se siente acalorada, haciendo que sea confundido en sus
primeras etapas como una mastitis.

La clasificacion por etapas se refiere al tamafo del tumor y si el mismo, ha invadido
el tejido continuo u 6rganos distantes. Las etapas se conocen desde el rango O al
IV. La etapa 0 se describe como un tumor que no ha invadido al tejido adyacente,
tal como el DCIS, mientras la etapa |, se refiere a un tumor no mayor a 2 cms que
ha invadido el tejido adyacente (72). En la etapa Il son clasificados los tumores que
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han hecho metastasis a los nddulos linfaticos o los tumores que miden mas de 2
cms pero que no se han propagado a los nédulos linfaticos. La etapa Il se refiere a
tumores invasivos que son mayores a 5 cms 0 a cualquier célula tumoral que sea
encontrada en un nddulo linfatico cerca de la clavicula. La etapa IV, agrupa los
tumores invasivos que han realizado metastasis a organos distantes del seno.
Adicionalmente, estas etapas a su vez estan subdivididas de acuerdo con el tamafo
(T), invasion a nodulos linfaticos (N) y lugar de metastasis (M). El grado del tumor
se clasifica de 1 a 3, de acuerdo con el sistema de Bloom-Richardson, basados en
la vascularizacion del tumor, el indice mitotico y la morfologia celular (73).

El perfil molecular, un gran avance de la investigacion de cancer de seno, identifica
los tumores de acuerdo con la expresion de receptores de estrogenos (RE), receptor
de progesterona (RP) y/o del receptor del factor de crecimiento epidérmico HER2.
El perfil molecular también utiliza tecnologia de microarrays de ADN y jerarquizacion
de clusteres generando una unica firma molecular por tipo de tumor. Para la
clasificacion por perfil molecular nos basaremos en la conferencia realizada en el
2013 en St Gallen, que reune expertos mundiales en cancer de seno (74-76):

= Luminal A y luminal B: Los tipos Luminal son positivos para receptores de
estrogeno y negativos para HER2. Los patrones de expresidn genética de
estos canceres son similares a las células normales que recubren los
conductos y las glandulas del seno (el interior de un conducto o glandula es
llamado su lumen). Los canceres “luminal A” son de bajo grado, suelen crecer
con bastante lentitud, y tienen el mejor pronédstico. Los canceres luminal B
generalmente crecen con un poco mas de rapidez que los luminal A, y el
prondstico no es tan favorable.

= Tipo HER2: Estos canceres tienen copias adicionales del gen HER2 y
algunas veces otros genes. Por lo general, estos canceres tienen una
apariencia de alto grado cuando son observados con el microscopio. Estos
canceres tienden a crecer mas rapidamente y tienen un peor pronoéstico,
aunque a menudo pueden ser tratados exitosamente con terapias dirigidas a
HERZ2, las cuales se administran usualmente con quimioterapia.

= Tipo basal: La mayoria de estos canceres son del tipo triple negativo, lo que
significa que carecen de los receptores de estrégeno o progesterona y no
expresan receptor para el factor de crecimiento epidérmico HER2, sin
embargo, no todos los canceres de tipo basal son triple negativo. Los
patrones de expresidon genética de estos canceres son similares a las células
en las capas basales mas profundas de los conductos y las glandulas del
seno. Este tipo es mas comun entre las mujeres con mutaciones genéticas
BRCA1. Por razones que no son bien entendidas, este cancer también es
mas comun entre las mujeres jovenes de raza negra.
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El prondstico y desenlace también se correlacionaron con las diferentes
clasificaciones moleculares de cancer de seno. Sorlie et al (34), realiz6é andlisis de
supervivencia usando el método de Kaplan-Meier, con tres cohortes independientes
y verificando la clasificacién con cluster de genes definidos para cada subtipo de
cancer. Como se puede observar en la Figura |- 4, la probabilidad de progresion
libre de enfermedad fue significativamente diferentes entre los subtipos,
evidenciado que el tipo Luminal A tiene un mayor tiempo sin desarrollar metastasis,
mientras que el basal y HER2+, muestran un menor tiempo libre de enfermedad. Se
evidencia que tanto la tasa de supervivencia, como el tiempo libre de enfermedad
en el sutipo basal y HER2+, nos indican que son los subtipos de peor prondstico,
sin embargo, el tipo HER2+, ha respondido a terapias contra inhibidores dirigidos a
HERZ2 como Trastuzumab.
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Figura I- 4 Desenlace y tasa de sobrevida en cohortes independientes.

(A) Desarrollo de metastasis a distancia en la cohorte van’'t Veer Et al. (B) Tasa de supervivencia cohorte
Noruega.

Fuente: Adaptado de Sorlie T, Tibshirani R, Parker J, Hastie T, Marron JS, Nobel A, et al. Repeated observation
of breast tumor subtypes in independent gene expression data sets. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Jul
8;100(14):8418-23.

1.3.3 Cancer de seno triple negativo TNBC

En el mundo cerca de un 20% de los casos de cancer de seno diagnésticados
corresponde a la clasificacion TNBC, y contrariamente de los significantes avances
en el diagnostico y tratamiento del cancer de seno, el TNBC sigue siendo incurable
con los compuestos disponibles en la actualidad.

A pesar de las numerosas similitudes del TNBC con el subtipo Basal, no se deben
considerar estos dos términos sindénimos (77). En efecto, la mayoria de cancer de
seno triple negativo tiene un fenotipo de tipo Basal, asi como la mayoria de tumores
que expresan marcadores del tipo basal, son triple negativos (78, 79), sin embargo,
unicamente el 71% de TNBC es de tipo basal dado su perfil de expresién genético,
y unicamente el 77% de los tumores de tipo Basal son triple negativos (33, 80, 81).
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Es de resaltar, que los tumores triple negativos que no expresan un fenotipo de tipo
basal, tienen un mejor prondstico que los TNBC de tipo basal (81). Recientemente
se identificod un subtipo de cancer de seno conocido como de baja expresion de
genes de Claudina, lo cual es importante para la adhesion célula a célula, ademas
de estar frecuentemente presentes en células madres y en la caracteristicas de la
transicion epitelial-mesenquimal (82, 83). Se han identificado recientemente al
menos 6 subtipos moleculares diferentes de TNBC, incluyendo 2 de tipo Basal (BL1
y BL2), y 4 subtipos con diferentes expresion de genes, tales como aquellos
involucrados en proceso de inmunidad celular (IM), genes relacionados con la
movilidad celular, diferenciacion celular, y con las vias de receptores que
interaccionan con la matriz extracelular (M), otro subtipo que comparte las
caracteristicas de M, pero con sefalizacion de factores de crecimiento y enriquecido
con genes asociados a la transicion epitelial-mesenquimal (MSL) y por ultimo, un
subtipo con genes relacionados con la senalizacion del receptor de andrégenos
(LAR) (84, 85).

e TNBC es més sensible alainhibicion de la glicdlisis que otros subtipos de
cancer de seno. La mayoria de los canceres son conocidos por basar la
generacion de energia en la via glicolitica mas que en la fosforilacién oxidativa
(FosOx), lo que es conocido como el efecto Warburg (86). Estudios del MD
Anderson, demostraron recientemente que lineas celulares de TNBC son
particularmente mas dependientes de la glicolisis dada su baja tasa de
respiracion en comparacion con lineas celulares receptor-positivas (45). Se ha
observado que las lineas celulares de TNBC que crecen en medios de cultivo
con alto contenido de glucosa (3,15 g.L™') exhiben una proliferacion acelerada
con incrementos de 4 a 8 duplicaciones al dia 4. Esta tasa de duplicacion es mas
lenta al disminuir la concentracion de glucosa a 1 g.L™". Estas células fallan en
crecer o0 presentan una reduccidon en el numero celular cuando la glucosa es
reemplazada por galactosa, mientras que la linea celular MCF7 (receptor
positiva), mantiene su viabilidad y crece moderadamente en medios con baja
glucosa (1 g.L'") 6 con solo galactosa (45). Lo que demuestra la dependencia
glicolitica de TNBC y la afectacién en la respiracién mitocondrial.

Otros estudios corroboran este hallazgo, al demostrar que TNBC tiene una
mayor toma de F-deoxiglucosa, que otros tipos de cancer de seno, lo que puede
ser explicado por su elevada utilizacion de la glucosa (87). De la misma manera,
se demostréo que las células de TNBC son mas sensibles a inhibidores
glicoliticos como 2DG y 3-BrOP comparados con otros subtipos de células de
cancer de seno (45). Pelicano y colaboradores, proponen que como resultado
de la inhibicion de la glicdlisis, se crea estrés celular, que las células sanas
pueden compensar, utilizando mecanismos de activacion de la viamTOR, lo que
lidera una induccion de la fosforilzacion de p70S6K y por consiguiente la
regulacion positiva en la utilizacion de los nutrientes para sobrevivir a dicho
estrés. Sin embargo, TNBC dado que presenta una disminucién significante en
la expresidn de p70S6K, no es capaz de contrarrestar efectivamente esta
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inhibicion. Otros autores han propuesto que el aumento de la glicolisis en TNBC
esta relacionado con la sobre-expresion del receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR),
dado que, al estimular lineas celulares de TNBC con factor de crecimiento
epidérmico (por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor, EGF) se genera
un aumento de la glicélisis sin generar aumento de FosOx (88). En la actualidad
existen ensayos clinicos que ha demostrado la efectividad de inhibidores de
EGFR sd6lo en un sub grupo de pacientes con TNBC, lo cual puede ser explicado
debido a que TNBC no depende exclusivamente de esta via de sefalizacidon
(89). Sin embargo, el efecto final de la inhibicion de EGFR es la supresion de la
glicdlisis, por lo que las células buscan compensar por otra via, para mantener
la generacién de intermediarios metabdlicos que soporten el crecimiento
tumoral. Por otra parte, estudios realizados en biopsias de diferentes subtipos
de TNBC, demostraron que el fenotipo metabdlico mas comun es glicolitico en
el subtipo basal (70% de los subtipos de TNBC, son basales), y no-glicolitico en
el subtipo no-basal (90). Sin embargo, el alto metabolismo glicolitico no es
principalmente para la generacién de energia, dado que este mecanismo solo
produce 2 moles de ATP por mol de glucosa, en comparacion con FosOx donde
se producen 32 moles de ATP. Una gran proporcion de glucosa es utilizada para
la produccion de lactato, el cual, reduce el pH en el microambiente local
haciendo a las células malignas mas propensas a prosperar en ambientes
hipéxicos y acidos, dandoles una gran ventaja competitiva. Dado que TNBC no
es sensible a farmacos dirigidos a los receptores hormonales por la no expresion
de los mismos, el metabolismo glicolitico adquiere una especial relevancia como
posible blanco metabdlico para este subtipo de cancer de seno, tanto para la
inhibicion de la proliferacion como de su poder metastasico.

Respiracion mitocondrial en TNBC. Para entender los cambios en la
respiracion mitocondrial presentes en TNBC, es necesario recordar lo que
sucede en células sanas. Bajo condiciones fisioldgicas normales, la mayoria del
ATP celular es generado por procesos de combustidn de: carbohidratos, grasas
y péptidos, a traveés de las vias mitocondriales de oxidacion de acidos grasos, el
ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y la FosOx. Esta ultima, consiste en el
transporte de electrones, desde las formas reducidas de NADH y FADH
(producidos a partir de otras reacciones catabdlicas, entre ellas el TCA) al
oxigeno molecular, por medio de 4 complejos proteinicos (complejos | al IV). La
energia que se libera en la transferencia sistematica de los electrones es usada
para bombear protones a través de la membrana mitocondrial interna, creando
de esta forma un gradiente quimico y eléctrico (el gradiente eléctrico generado
es de aproximadamente -200 mV y depende del tipo de célula). Tanto el
gradiente quimico como el eléctrico componen lo que se conoce como Fuerza
Protén-Motriz (FPM). La FPM es la encargada de dar la energia necesaria al
quinto complejo mitocondrial (ATP sintasa), para generar un cambio
conformacional y permitir la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi, en un proceso
gue se conoce como respiracion acoplada. La ATP sintasa dependiendo de la
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concentracion de ADP que sensa en el citosol, regula la actividad de la cadena
transportadora de electrones para aumentar la produccion de ATP. ElI ATP
atraviesa la membrana mitocondrial interna, por medio de un transportador de
nucledtidos de adenina (TNA), y la membrana mitocondrial externa, por medio
del canal aniénico dependiente de voltaje (CADV), para ser de esta forma
llevado al citosol. Estos dos transportadores juegan un papel central al ser parte
del poro de transiciéon de la permeabilidad (PTP) envuelto en los procesos
fisiolégicos de muerte celular.

Otra menor fuente de ATP es la glucosa via glicdlisis, la cual, bajo condiciones
fisiolégicas normales, es convertida a piruvato. La glicdlisis se produce en el
citosol, y puede darse en presencia o ausencia de oxigeno, siendo la principal
ventaja, que se pueda dar en ausencia de oxigeno y su desventaja, la baja
cantidad de energia que se genera, en comparacion con FosOx. En células
malignas se observa un aumento de la glicdlisis y una disminucion en el uso de
FosOx para la produccién de ATP, en presencia de oxigeno, conocido como
efecto Warburg. Sin embargo, este aumento en la toma de glucosa por la célula
genera un aumento en la produccion de lactato generando la acidificaciéon del
micro-ambiente celular. Warburg sugeria que este cambio de FosOx por
glicdlisis, se daba debido a falla en la respiracion mitocondrial y que constituia
la mayor via energética para la célula tumoral (91, 92). Hoy en dia esta en
discusion este aspecto, dado que se ha demostrado que, dependiendo del tipo
de cancer, la respiraciéon mitocondrial a pesar de estar disminuida no presenta
alteraciones en la expresion de los complejos mitocondriales, y que la
preferencia por la glicdlisis se puede explicar mejor, por la posibilidad que esta
via genera para la produccion de intermediarios metabdlicos que sirven para
mantener la tasa de crecimiento acelerada, que por la produccion de ATP.
Adicionalmente, la glicdlisis permite mantener una radio NADH+/NAD positivo,
por medio de la utilizacion de la via Pentosa Fosfato, lo que permite mantener la
produccion de antioxidantes y de esta forma establecer un equilibrio por el
aumento de ROS, generado principalmente por la cadena transportadora de
electrones (CTE).

En estudio reciente publicado por el MD Anderson Cancer Center, en cabeza de
la Ph.D Pelicano, se evidencié que las lineas celulares de TNBC presentan
menor FosOx y mayor glicolisis, tal como se explicd anteriormente en células
malignas, lo que se puede interpretar especificamente en estas lineas celulares
a partir del radio de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) sobre la tasa de
acidificacion extracelular (ECAR) Figura I- 5. Sin embargo, en el estudio se
presenta que al inhibir la produccién de ATP con oligomicina (10 ng/ml) la
disminucién en el OCR correspondiente a la respiracion acoplada fue de
aproximadamente el 50%, similar a lo presentado por otras lineas de cancer de
seno. Es decir que, a pesar de mantener una menor tasa de respiracion,
mantienen un potencial metabdlico oxidativo, que prefiere no utilizar por razones
aun desconocidas. También se observa en TNBC que la capacidad de reserva
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(SRC, por sus siglas en inglés Spare respiratory capacity), esta disminuida en
comparacion con los otros subtipos de cancer de seno que fueron analizados.
Con relaciéon al estado redox, se evalué la produccion de superdxido
mitocondrial, encontrando que, tanto por el ensayo con MitoSOX™ Red como
en posterior confirmacién con dihidro etidio (DHE), que las células de TNBC
presentaban mayor produccién de superdxido mitocondrial que las células
receptoras positivas analizadas. En concordancia con estos resultados, también
encontraron elevado el radio NADH/NAD?, lo que indica una menor oxidacion de
NADH a NAD™* por el compromiso del complejo mitocondrial | y una mayor
conversion de NAD*a NADH por la glicolisis aumentada.

Estatus de receptores 90—
Lineas @ TNBC  _---. P g .
celulares Receptor de Receptor de Receptor | @® P SKBR3 . resencia de receplores
Estrégeno Progesterona Her2 %’ ,7 Brooe ® \I e~
© d . e LY
BT474 + * * 2 60 !" HDAME 468 MDA-MH-QGI’ L’ ZR751
MCF7 + + g e y 7 !
D MDA-MB-231 7 , T471Dy 7
T47D + + © \ . /
£ RS -7 ! BT474 ’
- £ == ] . ’
ZRT751 + :‘:;_ L enCET P .
£ 30 N~
SKBR3 . =
i <
BT20 - - O
L
MDA-MB-468 - -
MDA-MB-231 - - - ! | ! ] T ]
300 600 a00
MOAUB e - - - OCR (pmol/min/50.000 células)

Figura I- 5 Perfil bioenergético mitocondrial segun estatus de receptores en lineas celulares de
cancer de seno.

Fuente: Adaptado de Pelicano H, Zhang W, Liu J, Hammoudi N, Dai J, Xu RH, et al. Mitochondrial
dysfunction in some triple-negative breast cancer cell lines: role of MTOR pathway and therapeutic potential.
Breast Cancer Res. 2014 Sep 11;16(5):434.

En resumen, TNBC presenta dos principales alteraciones metabdlicas,
disminucién en la respiracion mitocondrial y aumento en la produccion de ROS.
Pelicano y colaboradores, evaluaron la expresion de las diferentes proteinas de
los complejos mitocondriales, comparando lineas celulares de TNBC con lineas
celulares receptores positivas, observando una disminucion en la expresion de
las proteinas de los complejos mitocondriales | y Ill, lo que podria explicar la
deficiencia en la respiracion mitocondrial, asi como el incremento en la
produccion de ROS. La mitocondria es el mayor sitio generador de ROS, lo cual
ocurre principalmente en los complejos | y Il de la cadena respiratoria, debido a
la fuga de electrones a partir de estos complejos. Una disminuciéon en los
componentes de esta cadena conlleva a una disfuncién en el transporte de
electrones, liderando un incremento en la fuga de los mismos y la produccion de
ROS. Sin embargo, también podriamos atribuir el aumento de ROS a un
incremento en la actividad NOX en esta lineas celulares (93). Es importante
resaltar que una elevada generacion de ROS en células tumorales esta
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correlacionado con la agresividad de los tumores y un mal prondstico (94). Por
otra parte, se observa que el potencial de membrana mitocondrial (Awgm) es mas
alto en lineas celulares de TNBC que en receptoras positivas, sugiriendo que a
pesar de los efectos sobre la cadena respiratoria, se conserva la integridad de
la membrana (45).

1.3.4 Bioenergética Mitocondrial como blanco terapéutico

La principal funcion de la mitocondria es la produccién de ATP, por lo cual ha sido
llamada “la fuente energética celular”, asi como, la mitocondria es clave en el control
de la regulacion de importantes vias de sefalizacion tanto de supervivencia como
de muerte celular (95). En la mitocondria el metabolismo energético coexiste con la
regulacion de la muerte fisiologica celular. Evidentemente, varias proteinas
contribuyen al metabolismo energético, asi como a la muerte celular, y cualquier
mutacion que afecte a estos factores y a sus reguladores, puede, por lo tanto,
conferir alteraciones funcionales a ambos procesos. En estados fisioldgicos
normales, la mitocondria es la encargada de liderar las adaptaciones metabdlicas a
los cambios del microambiente celular. Es el caso de una célula en estado
proliferativo comparado con una célula en reposo, donde se observa un cambio del
metabolismo para soportar las reacciones anabdlicas, evidenciado en la
disminucion de la respiracion celular y el favorecimiento de la glicdlisis. En
condiciones de reposo, con una alta carga de energia en las células, la demanda
para la sintesis de ATP se limita, y aunque la FPM esta alta, la ATP sintasa al sensar
un mayor radio ATP/ADP limita el flujo de protones hacia la matriz mitocondrial, y
de esta forma minimiza el transito de electrones a través de la CTE. En condiciones
de demanda energética, el ATP es consumido y disminuye el radio ATP/ADP lo que
activa la ATP sintasa, que en respuesta genera una descarga de protones hacia la
matriz mitocondrial, lo que a su vez aumenta el flujo de electrones para mantener el
potencial electroquimico del espacio intermembranal. Este intercambio de estados
energéticos a su vez esta seguido de un aumento o disminucién del catabolismo o
anabolismo celular, para regular la homeostasis metabdlica de acuerdo con las
necesidades celulares.

Como podemos observar en la Figura |- 6 tomada y adaptada de Vander Heiden
(2009), en presencia de oxigeno el tejido no proliferativo (diferenciado), metaboliza
en primera instancia la glucosa a piruvato por medio de la glicdlisis, y finaliza la
completa oxidacion del piruvato a CO2 en la mitocondria durante el proceso de
FosOx. El oxigeno es esencial para este proceso, debido a que es requerido como
aceptor final de electrones para la completa oxidacién de la glucosa. Cuando existen
bajas concentraciones de oxigeno, las células pueden redireccionar el piruvato
generado por la dlicdlisis, para generar lactato (glicdlisis anaerobia). Esta
generacion de lactato durante la glicdlisis anaerobia permite que la glicdlisis
continue, gracias a la oxidacion de NADH a NAD+, pero resulta en una minima
produccion de ATP cuando esta es comparada con la produccion generada por
FosOx. Otto Warburg observd que las células cancerosas tienden a convertir la
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mayoria de la glucosa en lactato independiente de la presencia de oxigeno (glicolisis
aerobica).

Esta propiedad es compartida con el tejido sano en estado proliferativo. La
mitocondria se mantiene funcional, y la FosOx trabaja en una menor proporcion
tanto en tejido proliferativo como en cancer. Sin embargo, la glicdlisis aerdbica en
menos eficiente para la generacion de ATP que la FosOx.

Tejido Tejidoen Tejido
Diferenciado Proliferacion tumoral

“Jelede)

e

Glucosa Glucosa -0,8
Glucosa
0, O,
Piruvato -
. Piruvato
Piruvato
l 85%
Lactato
Lactato
Glicolisis
anaerobica
2 mol ATP/
mol de glucosa
Fosforilacion CO, Glicolisis Aerdbica
oXidativa (Efecto Warburg)
36 mol ATP/ 4 mol ATP/
mol de glucosa mol de glucosa

Figura |- 6 Representacion esquematica de las diferencias entre la fosforilacion oxidativa, glicolisis
anaerdbica y glicolisis aerobica (Efecto Warburg).

Fuente: Tomado y adaptado de Vander Heiden MG, Cantley LC, Thompson CB. Understanding the Warburg
effect: the metabolic requirements of cell proliferation. Science. 2009 May 22;324 (5930):1029-33

En células en estado proliferativo, aproximadamente un 10% de la glucosa es
desviada hacia vias de biosintesis que regulan positivamente la produccion de
piruvato (96). Incluso, en presencia de oxigeno, las células cancerosas realizan
glicdlisis, no FosOx. Aunque esta glicolisis aerobica se postuld originalmente como
alguna forma de disfuncion mitocondrial especifica del cancer, ahora es evidente
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que en su lugar se trata de una adaptacion altamente regulada y muy beneficiosa
para las células tumorales (96). Este cambio de FosOx a glicdlisis permite que el
lactato y sus metabolitos se utilicen para la producciéon mas eficiente de lipidos y
otros bloques de construccion moleculares, necesarios para el crecimiento rapido
de las células. Ademas, muchos genes de cancer promueven el cambio a la
glicdlisis aerdbica. Estas alteraciones incluyen los receptores tirosin-quinasa, AKT,
PTEN, TP53 y MYC, que inhiben FosOx y promueven la actividad de las vias
metabdlicas glicoliticas y relacionadas, que apoyan el rapido crecimiento de los
canceres (45, 97-102).

Teniendo presente que la mitocondria es el centro del metabolismo energético para
el mantenimiento de la tumorigénesis, ademas de que en ella converge el
mecanismo de muerte especializado que no desencadena dafo tisular sano como
lo es apoptosis, y con la posibilidad de inducir la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa como un punto de no retorno, la mitocondria se convierte en el
blanco de interés para el desarrollo de prometedores tratamientos.

e Sensibilizadores de insulina Metformina: Nuevos enfoques incluyen el uso de
sensibilizadores de la insulina como la metformina y las tiazolidinedionas, como
la troglitazona. La metformina se ha conocido por activar AMPK, que a su vez
regula positivamente el metabolismo de acidos grasos (103-105). A su vez, es
regulada por una baja de PPAR-gamma NF-kappa betta (106).
Interesantemente, ambos provocan una inhibicion dependiente de Ila
concentracion de la actividad del complejo | mitocondrial (107, 108). A pesar de
su eficacia en inhibir el crecimiento tumoral y la proliferacion, las
concentraciones efectivas de trabajo son considerablemente altas, lo que lo
hace inutil debido al desarrollo de la tolerancia. La metformina ha sido
ampliamente utilizada para el tratamiento de la diabetes de tipo 2 o para
pacientes con glicemia en el borde de aceptabilidad. Se sabe que se logran
niveles bajos de glucosa por aumento de sensibilidad a la insulina, que conduce
a un uso eficaz de la glucosa en el tejido. Estudios recientes demuestran la
metformina suprime la gluconeogénesis por medio de la inhibicion de la
glicerofosfato deshidrogenasa mitocondrial (109). Por otra parte, se conoce que
activa la AMPK (103) y reduce los niveles de ROS mediante la activaciéon de
factor de transcripcion forkhead 3 (FOXO3) (110). Los estudios realizados por
Gotlieb et. col. han demostrado que la metformina tiene actividad antineoplasica
en cancer de ovario (111). Esta actividad es dependiente de la concentracion y
el tiempo. Ademas, se ha informado de que la metformina ejerce una regulacion
positiva de la actividad de AMPK. La AMPK ejerce una regulacion negativa sobre
p70S6K vy la fosforilacién de la quinasa S6, conocidas por la disminucion de la
traduccion mRNA y disminucién de la sintesis de proteinas, explicando
posiblemente el efecto anti-tumoral de la droga (104).

En contraste, Hattori et al. col. encontraron que las células endoteliales
expuestas a la metformina tienen la regulacion de la actividad de AMPK, el NF
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kappa-beta, Ik-beta y el IKK. Se llegd a la conclusiéon de que la metformina a
través de la activacion de la AMPK atenua la fosforilacién de lk-beta y la IKK
inhibiendo su degradacion. Entonces, la inhibicion de IKK resulta en la supresion
de la activacion NF-kappa beta (105). NF-kappa beta es un factor de
transcripcion que regula varios procesos, incluyendo la proliferacion celular, el
crecimiento tumoral, la angiogénesis y la metastasis (106). En adicién, otro
estudio evidencio que la metformina induce un aumento en la apoptosis de las
células beta en ratas a través de la via AMPK-JNK-cJun-activacion de la
caspasa-3 (112).

La funcion antioxidante de la metformina también ha sido investigada en el
tratamiento del cancer mediante la supresion de ROS. Los estudios han
demostrado que este farmaco disminuye los niveles de ROS suprimiendo la
actividad del complejo | mitocondrial (113). En un estudio realizado en musculo
esquelético e higado de rata, se encontré que la metformina inhibe la actividad
enzimatica del complejo | de la cadena respiratoria, causando una disfuncion
mitocondrial asi como, una supresion de ROS (113). Este efecto fue
acompanado por un aumento en el transporte de glucosa y en el
almacenamiento de glucdgeno, dada la urgente necesidad de carbohidratos
para producir anaerobicamente ATP (108). Ademas, Piwkowska et. col.
demostro la inhibicidon de la actividad de la NADPH oxidasa en los podocitos de
ratas después del tratamiento con metformina (114). En general, la metformina
es un farmaco ampliamente utilizado en la terapia contra el cancer debido a que
disminuye el crecimiento de las células cancerosas, posiblemente entre otros
mecanismos, a través de la regulacion negativa de ROS.

TNBC y metformina: La Metformina ha sido reconocida como un prometedor
adyuvante en el tratamiento para el cancer de seno triple negativo (115-118).
Diferentes mecanismos han sido propuestos para entender como metformina,
induce apoptosis en TNBC. Se ha observado que metformina produce cambios
en la activacién de Stat3, clivaje de caspasas, escision de PARP y en la
expresion de la ciclina D1 reduciendo el crecimiento celular y promoviendo la
apoptosis. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual, metformina
inactiva Stat3 en TNBC (119). Se ha observado efectos directos sobre el
metabolismo celular, especificamente inhibiendo las enzimas hexoquina | y
hexoquinasa Il (120), sin embargo, no todos los estudios muestran que
metformina induce apoptosis y arresto del ciclo celular en TNBC, lo que ha
sugerido que los efectos de metformina pueden ser modulados dependientes de
la concentraciéon de glucosa (115). Estudios demuestran que metformina
significantemente inhibe el crecimiento de MDA-MB-231 cuando las células son
cultivadas en condiciones normoglicémicas, adicionalmente, en cultivos en
concentraciones normales de glucosa y no hiperglicémicos, metformina induce
una fuerte activacion de AMPK (115). La inhibicion dependiente de AMPK, de
multiples vias moleculares es conocida como un mecanismo de control de la
sintesis proteica y de la proliferacion celular. Se ha demostrado que en lineas
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celulares de TNBC tratadas con metformina se produce también una regulacion
negativa en los genes de la sintasa de acidos grasos (FASN), luego de 24 horas
de tratamiento, con una posterior disminucion en la expresion de la proteina
FASN. FASN juega un rol critico para la sintesis de novo de acidos grasos y por
ende es importante para la sobrevida de TNBC, pudiendo ser un mecanismo por
el cual se facilite la apoptosis inducida por metformina (121).

Especies reactivas de oxigeno: La mitocondria es la mayor fuente de ROS
cuando se lesiona una célula. En tejidos sanos, se ha demostrado que el 90%
del oxigeno que entra a las células es consumido por la CTE, mientras que del
1 al 4% es usado en la generacion de ROS (122). La limpieza de ROS del
sistema se realiza por el sistema de defensa antioxidante que consiste en
agentes como la glutationa y la vitamina E, asi como de enzimas como el
superoxido dismutasa SOD, catalasa y glutationa peroxidasa. La mitocondria
tiene su propia reserva de glutationa que es mantenida independiente de la
glutationa del citosol, y es vital en el proceso de apoptosis (123).

Mantener el balance redox es fundamental para prevenir el estrés oxidativo,
dafio macromolecular (per-oxidacién de lipidos de membrana entre otros) y
alteraciones del ADN. En las células tumorales, los estudios han demostrado
que las especies reactivas del oxigeno que son generadas a partir de las
mitocondrias estan aumentadas y son esenciales para la progresion del tumor
(124). Se ha encontrado delecciones y aberraciones de los puntos de control
(por ejemplo, en p53), que permiten continuar con el ciclo celular a pesar del
estrés celular, contrario a lo que pasaria en una célula quiescente. El dafo en el
ADN puede, acumularse, contribuyendo a una tasa de mutaciones mayor, como
se observa en las células tumorales (125). La proximidad del ADN mitocondrial
a los sitios de produccion de ROS, favorecen el dafo oxidativo, lo cual en parte,
explica la presencia de mutaciones somaticas observadas en cancer (126, 127).
Las mutaciones en el ADN mitocondrial afectan la expresién de genes que
codifican para las unidades de la cadena de transporte de electrones que
provocan un aumento de los niveles de ROS. La inhibicion o la deficiencia de
unidades mitocondriales, causa fugas de electrones que reaccionan
rapidamente con el oxigeno disuelto, generando superoxido (128).
Interesantemente, se ha observado que las células cancerosas tienen un
desequilibrio redox mayor que las células normales. Esto provoca un aumento
en el metabolismo mitocondrial que desencadena la proliferacion celular, la
generacion de mutaciones y la resistencia a la terapia contra el cancer (129).
También las células cancerosas presentan una regulacion negativa de la
actividad de SOD (130).

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el metabolismo mitocondrial
y ROS son esenciales para la carcinogénesis mediada por Kras y la proliferacion
tumoral (8). Adicionalmente, la sobreexpresion de Ras provoca la activacion de
Rac que conduce a la generacion de NADPH oxidasa, que induce a la célula
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cancerosa a producir mayores niveles de superoxido que las células normales.
Se ha demostrado que el superéxido y el desequilibro redox ayuda a las células
cancerosas a mantener su estado transformado (131).

Estos resultados corroboran la afirmacion de que ROS sirve como moléculas de
sefalizacion para la progresion del ciclo celular (132), ya sea por la interaccion
directa con un receptor especifico o la promocién de la oxidacién de moléculas
implicadas en la transduccién de sefales de crecimiento (133) y tirosin-quinasas
(129). Ademas, ROS ha demostrado tener un efecto sobre la funcién de la
proteina p53, que desempefa un papel clave en el ciclo celular, en la supresiéon
de tumores. Zhao et. col. (134) utiliz6 un modelo de desarrollo de carcinogénesis
en piel, y se encontré que la sobreexpresion de Mn-SOD disminuye el estrés
oxidativo, lo que suprime la formacién de tumores por inhibicion de la via
JNK/AP-1.

e Mito-nitréxidos en Cancer: Conocido el rol de ROS mitocondrial en el
mantenimiento de la proliferacién y sobrevida de las células tumorales, nuevos
enfoques terapéuticos han surgido con el uso de miméticos de la SOD, tales
como nitroxidos unidos a un cation de trifenil fosfina. Estas estrategias dirigidas
a la mitocondria inhiben la proliferacién tumoral en parte, por la mitigacion de los
niveles intracelulares de ROS, asi como, recientemente demostrado, por la
afectacion directa sobre los mecanismos reguladores energéticos como AMPK,
generando inhibicidén en la respiracion acoplada y por ende en la produccién de
ATP (135). AMPK reprime la expresion del factor de transcripcion FOXM1, por
la via de sefalizacion AKT/FOXO3 liderando regresion del crecimiento celular
de cancer cervical (136). Por otra parte, se ha observado que el tratamiento con
Mito-CP inhibe FOXM1 en cancer de pulmén (137). Kalyanaraman, propone una
posible via de accion de los mito-nitroxidos como Mito-CP, en la cual se activa
AMPK y se disminuye la expresion de FOXM1, subrayando la importancia de la
via AKT/FOXO3/FOXM1 como potencial blanco terapéutico (138).

Existen varios reportes donde los Mito-nitréxidos inhiben la proliferacion celular
de multiples tipos de cancer (139), sin embargo, el mecanismos molecular por
el cual ocurre dicha inhibicion no es claro. Un estudio reciente propone que los
nitréxidos cationicos dirigidos a la mitocondria inhiben la proliferacién celular del
tumor por un mecanismo en su mayoria, independiente de su capacidad
antioxidante, y sefialan que la modulacion bioenergética asi como los
mecanismos sensores de la energia celular serian los responsables de los
efectos antiproliferativos en las células tumorales (138).

1.3.5 Estado del arte: Blancos terapéuticos

TNBC es una enfermedad agresiva, con una incidencia anual estimada de 1.67
millones de casos en el 2012. Como su hombre los implica, no posee receptores de
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estrogenos, progesterona ni HER2, siendo insensible a la mayoria de las terapias
disponibles para cancer de seno, incluyendo terapias dirigidas a HER2 (como
trastuzumab), y endocrinas (tales como tamoxifen e inhibidores de aromatasas). La
media de sobrevida es de 6-13 meses y la media de supervivencia libre de
progresion es de 3 a 4 meses. Actualmente no hay una quimioterapia estandar para
tratar los pacientes con metastasis refractaria o recidivante. Es muy comun una
rapida recidiva, con metastasis visceral o cerebral.

Las quinasas han sido reconocidas como buenos blancos para el tratamiento del
cancer debido a su manejabilidad y los importantes roles que juegan en la
regulacion del crecimiento celular, diferenciacion, migracion y supervivencia.
Actualmente se cuenta con 28 inhibidores de quinasas aprobados por la FDA (140),
asi como otras moléculas en diferentes etapas de estudio en ensayos clinicos. Los
ensayos clinicos exitoso con inhibidores de quinasa en pacientes con cancer han
sido dirigido a quinasas que estan mutadas o sobre-expresadas y donde existe
evidencia preclinica que demuestra que la quinasa objetivo es suficiente para
conducir la patologia de la enfermedad.

e Inhibidores de quinasas: A pesar de la aprobacion de la FDA para las terapias
dirigidas para los subtipos luminal y HER2 enriquecidos, el cancer de seno se
mantiene liderando la tasa de mortalidad relacionada en el género femenino. La
expresion de los receptores de estrogeno y progesterona en los subtipos Ay B
proveen dianas terapeuticas entre las que se incluyen el tamoxifen, que bloquea
la habilidad del receptor de interactuar con los estrogenos y los inhibidores de
aromatasas, que bloquean la produccion de estrogenos. En el caso del subtipo
HERZ2 enriquecido, se utilizan anticuerpos monoclonales como trastuzumab o
pertuzumab, o pequefias moléculas inhibidoras como el lapatinib, para bloquear
la activacion de HER2 y de otros receptores tirosin-quinasas (RTK por sus siglas
en inglés, tirosin kinase receptor) de la familia ErbB (familia compuesta por 4
RTK, estructuralmente relacionados con EGFR). Sin embargo, dado que TNBC
no expresa ninguno de estos receptores, en la actualidad no existen terapias
aprobadas con inhibidores de quinasas para este subtipo de cancer. Sin
embargo, segun el analisis gendmico de TNBC realizado por Miller Inhibidores
tirosin kinasa: Existen muchos otros RTKs que han sido identificados como
moduladores de la progresion de la enfermedad en los diferentes subtipos de
cancer de seno. Estos RTKs también tienen el potencial de activar vias de
senalizacion alternativas que pueden conducir a resistencia en tratamientos con
un solo tipo de inhibidor., se puede observar desregulacion en las vias de
senalizacion que promueven el crecimiento, por sobreexpresiéon o amplificaciéon
de varias quinasas, incluyendo la via RAF-MEK-ERK, lo que ofrece un potencial
blanco terapéutico.

e Inhibidores de la via MAPK: La via de protein-quinasa activados por
mitdégenos, conocida como MAPK, juega un papel esencial en la proliferacion
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normal celular y la diferenciacién, y la desregulacion de esta via conlleva al
desarrollo de diferentes tipos de cancer. En cancer de seno, existen mutaciones
en diferentes miembros de la via MAPK, generando una sobre expresion o
amplificacion, particularmente en TNBC, una sobreexpresion de KRAS y BRAF
Inhibidores tirosin kinasa: Existen muchos otros RTKs que han sido
identificados como moduladores de la progresion de la enfermedad en los
diferentes subtipos de cancer de seno. Estos RTKs también tienen el potencial
de activar vias de sefializacion alternativas que pueden conducir a resistencia
en tratamientos con un solo tipo de inhibidor.. La quimioterapia se mantiene
como la unica terapia aprobada por la FDA para los pacientes con TNBC. Por
ende, es necesario el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos para TNBC.

La sobre expresion de KRAS y BRAF en TNBC puede estimular la activaciéon de
la via MAPK, e inhibidores de kinasas efectoras de esta via podrian convertirse
en blancos terapéuticos con prometedores resultados. Muchos ensayos clinicos
estan estudiando los beneficios del tratamiento con inhibidores de MEK de
pacientes con TNBC en etapas avanzadas, entre los que se incluyen trametinib
(Clinical trial: NCT01964924), selumetinib (Clinical trial: NCT02685657) y
binimetinib (Clinical trial NCT01337765). Los estudios preclinicos sugieren que
al combinar la inhibiciéon de la via MAPK con la via PISBK/mTOR, podria ser
benéfico para los pacientes al potencialmente prevenir la resistencia cuando se
una unica terapia inhibitoria (141). Diferentes ensayos han sido realizados para
evaluar la seguridad de este tipo de terapias en las que se busca una inhibicién
combinada de MEK y PI3K, o AKT en diferentes tipos de cancer (NCT01138085,
NCTO01476137,NCT01562275, NCT01363232) y en la actualidad se llevo a cabo
el estudio NCT01390818 para evaluar sus efectos en cancer de seno (a la fecha
no se han publicado los resultados).

Inhibidores tirosin kinasa: Existen muchos otros RTKs que han sido

identificados como moduladores de la progresion de la enfermedad en los
diferentes subtipos de cancer de seno. Estos RTKs también tienen el potencial
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de activar vias de sefalizacidn alternativas que pueden conducir a resistencia
en tratamientos con un solo tipo de inhibidor.

Estudios preclinicos han definido quinasas amplificadas o activadas como
blancos adicionales en TNBC, incluyendo EGFR, VEGFR, PDGFR, y la familia
de quinasas SRC. EGFR se encuentra sobre-expresado en el 19% del cancer
de seno tipo basal, lo cual sugiere que este tipo de tumor puede ser sensible a
inhibidores de EGFR, pero los ensayos clinicos iniciales con este tipo de
inhibidor no han tenido buenos resultados. Una explicaciéon potencial de estos
resultados es la deficiencia en la identificacion de los pacientes que realmente
tienen amplificado EGFR, dado que no todos los subtipos “basal’ lo llevan sobre-
expresado. Otros ensayos clinicos han evaluado terapias que combinan
multiplos inhibidores de RTK en pacientes con cancer de seno metastasico.

Un estudio fase Il encontré un pequeno efecto aditivo al combinar un inhibidor
de VEGFR (bevacizumab) con erlotinib, pero dicho estudio fue realizado en
pacientes que no fueron seleccionados de acuerdo al estatus de VEGFR (142).
Diferentes quinasas inhibidoras de VEGFR han sido estudiadas para el
tratamiento de multiples subtipos de cancer de seno. VEGFR es un regulador
esencial de la angiogénesis, lo cual es necesario para soportar el crecimiento
del tumor. La angiogénesis es también necesaria para la progresién de la
metastasis, haciendo al VEGFR un potencial blanco terapéutico. Muchos
ensayos clinicos han investigado la eficacia de adicionar el anticuerpo
monoclonal anti-VEGFR bevacizumab, a la quimioterapia estandar en pacientes
negativos para receptores hormonales (143-146). Los resultados de los estudios
son variados, en ensayo clinicos iniciales se muestra una significante mejoria en
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Figura I- 7 Frecuencia de las mutaciones en las quinasas que modulan las vias de sefalizacion en
cancer de seno subtipo basal.

Las frecuencias de las mutaciones fueron calculadas usando la data de secuenciacién de todo el genoma en
el estudio TCGA y la clasificacion PAMS disponible en el Portal cBio (Cancer Genome Atlas Network, 2012;
Cerami et al., 2012). La frecuencia de la sobreexpresion de mRNA, fue calculada usando dos veces la
expresion del umbral de los resultados de la expresion del mMRNA del estudio TCGA.

Fuente: Tomada y adaptada de Miller SM, Goulet DR, Johnson GL. Targeting the Breast Cancer Kinome. J
Cell Physiol. 2017 Jan;232(1):53-60.



la progresion libre de enfermedad, sin embargo, estudios mas recientes han
fallado en mostrar una mejora en la sobrevida en cohortes de pacientes
negativas para receptores de estrogenos, generando que la FDA retirara la
aprobacion en ultima instancia de bevacizumab en cancer de seno debido a la
falta de eficacia comprobada y aumento de la toxicidad. Otras quinasas
inhibidoras de VEGFR en TNBC siguen siendo evaluadas en ensayos clinicos,
incluyendo inhibidores de amplio espectro como sunitinib (NCT00887575) y
sorafenib (NCT00825734, NCT00544167).
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1.4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.4.1 Hipétesis

El cancer de seno triple negativo es una enfermedad agresiva, con una incidencia
anual estimada de 1.67 millones de casos en el 2012. Como su nombre los implica,
no posee receptores de estrégenos, progesterona ni HER2, siendo insensible a la
mayoria de las terapias disponibles para cancer de seno, incluyendo terapias
dirigidas a HER2 (como trastuzumab), y endocrinas (tales como tamoxifen e
inhibidores de aromatasas). La media de sobrevida es de 6-13 meses y la media de
supervivencia libre de progresién es de 3 a 4 meses. A la fecha no existe un
tratamiento estandar aprobado por la FDA, siendo la quimioterapia la unica opcidn.
Sin embargo, no hay una quimioterapia estandar para tratar los pacientes con
metastasis refractaria o recidivante. Es muy comun una rapida recidiva, con
metastasis visceral o cerebral.

Nuevas alternativas de tratamiento son necesarias, siendo el metabolismo celular
el blanco terapéutico ideal, dado que soporta el crecimiento acelerado y la
metastasis. Teniendo presente que la mitocondria es el centro del metabolismo
energético para el mantenimiento de la tumorigénesis, ademas de que en ella
converge el mecanismo de muerte especializado que no desencadena dano tisular
sano como lo es apoptosis, y con la posibilidad de inducir la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa como un punto de no retorno, la mitocondria se
convierte en el blanco de interés para el desarrollo de prometedores tratamientos.

Nuestro laboratorio ha sido pionero en el desarrollo de nuevos agentes
mitocondriales con actividad antitumoral en modelos de cancer de seno. El agente
mitocondrial mimético de SOD, Mito-CP (nitroxido carboxi proxilo enlazado a un
cation lipofilico de trifenilfosfina), ha demostrado que ejerce efectos citotoxicos
selectivos en células de cancer de seno, pero no en células epiteliales mamarias
normales. De la misma manera, sintetizamos dos nuevos agentes dirigidos a la
mitocondria, Mito-met, basado en la biguanida metformina unida a un cation de
TPP*, y Mito-SGH1, el cual tiene una menor capacidad de reducciéon que Mito-CP y
en estudios preliminares demostré efectos apoptdticos en concentraciones
submicromolares en células de hepatocarcinoma y cancer de seno. Trasladando
nuestros resultados previos, tenemos como hipétesis que la Mito-Met y el Mito-SG1,
deberian ejercer un efecto citotoxico selectivo en células de TNBC atacando a la
bioenergética mitocondrial.
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1.4.2 Objetivo General:

Evaluar los efectos de agentes dirigidos a la bioenergética mitocondrial Mito-SG1 y
Mito-Met en lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC
(MCF7 y T47D) asi como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A).

1.4.3 Objetivos Especificos

Evaluar los efectos citotoxicos y selectividad de los agentes Mito-SG1 y Mito-
Met en las lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC
(MCF7 y T47D) asi como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A).

Determinar los efectos apoptéticos de Mito-SG1 en las lineas celulares de TNBC
(MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7).

Examinar los efectos de Mito-SG1, sobre el potencial de membrana mitocondrial,
el estrés oxidativo y la bioenergética mitocondrial en las lineas celulares de
TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7).

Valorar los efectos sinérgicos de Mito-SG1 con doxorrubicina y 2DG en lineas
celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468).
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1.5 METODOLOGIA

El presente estudio evaluo los posibles efectos mitocondrio-toxicos selectivos de los
agentes antioxidantes mitocondriales (Mito-SG1) y derivados de sensibilizadores de
insulina (Mito-Met) en lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y
no-TNBC (MCF7 y T47D) asi como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A).
La metodologia de este proyecto es de tipo Experimental, los experimentos se
realizaron por triplicado con minimo 3 réplicas. La diferencia se considerd
estadisticamente significativa con valores de p<0.05.

1.5.1 Desarrollo Objetivo 1

Evaluar los efectos citotoxicos y selectividad de los agentes Mito-SG1 y Mito-
Met en las lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC
(MCF7 y T47D) asi como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A).

Para determinar los efectos citotoxicos y de selectividad, las células de TNBC (MDA-
MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7 y T47D) asi como, en células de epitelio
mamario sano (MCF10A) fueron cultivadas bajo las condiciones recomendadas por
la ATCC. La viabilidad y muerte celular, se evalué en presencia y ausencia de
diferentes concentraciones de: Mito-Met y Mito-SG1, asi como de sus respectivos
compuestos parentales: metformina, SG1 y TPP a las 24 y 48 horas posteriores al
tratamiento de acuerdo con el tipo de ensayo, usando la técnica de MTT y ensayo
de SYTOX® Green. La inhibicion del crecimiento fue evaluada por el ensayo de
inhibicion de la proliferacion celular con azul de tripan y formacion de colonias, asi
como se evalud la migracion celular mediante el ensayo de wound healing.

1.5.1.1 Sintesis de los mitocompuestos:

Los mitocompuestos SG1, Mito-SG1 y Mito-Met, fueron sintetizados vy
caracterizados por los doctores Micael J. Hardy y Olivier Ouari del laboratorio SREP
de la Universités Aix-Marseille, Francia. Se presenta a continuacion la sintesis
resumida de los compuestos.

Mito-Met:
La sintesis del compuesto fue publicada por Cheng, 2016 (147). En resumen, se
disolvié una porcion de 0.2 g de bromuro de (10-aminodecil) trifenilfosfonio (0.4 mM)

en CH2CI2 (3 mL) y la mezcla se enfrié a 0°C. Se afiadié gota a gota una porcion
de 500 uL de una solucion de 1 M de HCI en éter dietillico (0.5mM). Después de
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una hora a temperatura ambiente, el disolvente se eliminé a vacio y se afadio
diciandiamida (0.034 g, 0.4mM) en BuOH (2mL). La mezcla se calent6 a reflujo
durante la noche, después de lo cual el disolvente se evapord y el residuo se purifico
por HPLC para dar Mito-Met de 10 carbonos (0.060 g, 30%). 3'P NMR, (400.13): &
23.77. '"H NMR, (400.13 MHz): 8 7.91-7.73 (15H, m), 3.42-3.33 (2H, m), 3.25-3.20
(2H, m), 1.69-1.51 (6H, m), 1.40-1.21 (10H, m). HRMS calculado para C3zoH41NsP
[C30H41N5sP]* 502.3094, encontrado 502.3094.

Sintesis de N-tert-butil-1-dietilfosfono-2, 2-dimetilpropil-nitréxido (SG1):

El nitréxido SG1 fue sintetizado de acuerdo a los procedimientos establecidos por
el grupo de nuestros colaboradores de la Aix Marseille Université, en Marsella,
Francia (148). La sintesis de SG1 se realiza en un proceso de tres pasos como se
muestra en la Figura |- 8, que envuelve la formacion de la imina, la fosforilacion y la
oxidacion de pivalaldehido y t-butilamina.

En resumen, 10 moles de pivalaldehido son cargados en un reactor Schott equipado
con un agitador, un embudo de goteo, un controlador de temperatura, un
condensador de reflujo enfriado con agua, una chaqueta de calentamiento y un
sistema para establecer un ambiente inerte con nitrégeno. Al introducir el
pivalaldehido, se establece el ambiente inerte bajo nitrogeno y se enfria a 10°C.
Luego, 10 moles de t-butilamina se afaden gota a gota por 1 h manteniendo la
temperatura a 10°C. Después la mezcla es calentada a 40°C y se dejé reaccionando
por 2 h. Seguidamente, la reaccion se termina y se deja asentar para dejar que se
separe la fase acuosa. Esta fase acuosa se recupera y se saca del reactor y se
descarta.

o)
V2 1)+/ \/E JT m-CPBA \/6
HN (E0)(O)P” "N JT

CH.Cl;  (EtO),(0)P” N
2)HP(O)(OEt), ;o

Figura I- 8 Sintesis de SG1

En la segunda etapa, al residuo que quedo en el reactor, se le afiaden gota a gota,
15 moles de dietifosfita por aproximadamente 1 h. Luego, la reaccion se mantiene
a temperatura ambiente, con agitacién por 19 h. Al finalizar esta etapa se recupera
un crudo del producto de la reaccion con el aminofosfonato con un rendimiento de
aproximadamente un 68% dando un producto liquido color amarillo. Este
posteriormente se purifica con un tratamiento con acido/base. En la purificacién con
acido, una solucion al 5% con HCI en agua se usa para acidificar el crudo a un pH
de 3.0, manteniendo la temperatura a 10°C. Debido a que la reaccion es exotérmica
el enfriamiento se mantiene en todo momento con hielo. Las impurezas organicas
son extraidas con diclorometano. Una fase acuosa sin color, que contiene el
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clorhidrato del aminofosfonato, se recupera y se rebasifica con una solucion
saturada de KHCOs a un pH de 7.8.

El aminofosfonato es nuevamente extraido con diclorometano. La fase organica de
esta extraccion se seca con sulfato de sodio y se concentra en un rotoevaporador
a presion reducida. El producto es un liquido sin color de aminofosfonato que se
recupera con una pureza de mas de 99%. El rendimiento de la reaccién es de 66%
con respecto al pivalaldehido introducido inicialmente.

En la tercera etapa, se prepara el SG1, oxidando el aminofosfonato con acido
metacloroperbenzoico (MCPBA). Para esta etapa, 1.21 moles de mCPBA en
diclorometano en el mismo reactor de la primera etapa. Despues que todo el
peracido disuelve, la fase acuosa se separa luego que la reaccion se deja asentar.
Luego la solucién organica de mCPBA, se seca con mediante adsorcion en tamiz
molecular. Luego, 0.769 moles del aminofosfonato, de la primera etapa, son
afnadidos gota a gota al medio de reaccién, que se mantiene a 10 °C. Después la
mezcla se deja reaccionar por 2 h. Al finalizar el tiempo, la mezcla es neutralizada
con KHCOs3 acuoso saturado a temperatura ambiente. La fase organica se aisla,
luego se lava con agua y después se concentra a presion reducida. El producto, de
color marron amarillo, es el nitroxido SG1 [1] Figura |- 8, que se obtiene con una
pureza de 77% y un rendimiento de 71% con respecto al aminofosfonato.

Mito-SG1:

La sintesis del Mito-SG1 o N-tert-butil-1-dietilfosfono-2, 2-dimetilpropil-nitréxido
(SG1) enlazado a 10-aminodeciltrifenilfosfina, fue preparado en una secuencia de
siete pasos como se muestra en la Figura I- 9.

Las primeras seis etapas se realizaron para preparar una version de SG1 con un
grupo succinidimil carbonato para facilitar su enlace en condiciones suaves al 10-
aminodeciltrifenilfosfina. En la primera etapa, el compuesto [2] se obtiene de la
proteccion del alcohol por tertiobutildimetilsilil. Luego, la segunda etapa es la
aminofosforilacion del compuesto [2] en prescencia de pivalaldehido y dietilfosfita
para obtener el aminofosfonato [3]. Despues, como en SG1, el compuesto [3] es
oxidado con m-CPBA para obtener el derivado del nitréxido SG1 [4]. EI compuesto
[4] es desprotegido usando fluoruro de tetrabutilamonio, para posteriormente activar
el alcohol con el disuccinimidil carbonato para obtener el SG1 succinimidil carbonato
[6]. Ya en este punto, para obtener Mito-SG1, el 10-aminodeciltrifenilfosfina se
reacciona con el compuesto [6] en presencia de trietilamina.
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Figura I- 9 Sintesis de Mito-SG1

1.5.1.2 Lineas celulares y condiciones de cultivo:

Todas las lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC
(MCF-7 y T47D) asi como, las células de epitelio mamario sano (MCF10A) fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manasas, VA). Todas las
lineas celulares se utilizaron maximo 6 meses después de su descongelamiento,
verificando que no hubiera cambios en su fenotipo, y evitando confluencias mayores
al 80% para los subsecuentes pases. MDA-MB-231 y MDA-MB-468 son lineas
celulares hormono-independientes de mayor uso en la investigacion de cancer de
seno, que presentan un potencial metastatico elevado, siendo unas de las lineas
celulares mas utilizadas en los estudios de cancer de seno. Se aislaron por primera
vez en 1974 y 1977, respectivamente, a partir de una muestra de derrame pleural
de una paciente con cancer de seno que fallecid de esta enfermedad (149, 150).
Ambas lineas presentan un crecimiento extraordinariamente rapido en cultivos poco
enriquecidos, en parte por una regulacion autocrina a partir de factores de
crecimiento celular que ellas mismas secretan al medio. MCF7 y T47D son lineas

48



celulares hormono-dependiente, siendo MCF7 una de las lineas celulares de mayor
uso en la investigacion en cancer de seno. MCF7 fue aislada por primera vez en
1970y T47D en 1979, sin embargo, antes de obtener la linea celular MCF7, no era
posible obtener lineas celulares mamarias que fueran capaces de sobrevivir en
cultivo mas de algunos meses. La linea celular no tumorigénica de epitelio mamario
MCF10A, aislada e inmortalizada por el Michigan Cancer Foundation, fue utilizada
como control de células normales de seno.

1.5.1.2.1 MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) Figura I- 10:

Células epiteliales humanas  puomion”” Mo us2s1

de cancer de seno /
(adenocarcinoma), de tipo :
adherente, aisladas de una
mujer de raza caucasica de
51 afos, extraidas de un
derrame pleural
metastasico. Presentan
mutado el gen TP53,
conocido como el guardian
del genoma, el cual codifica
el factor de transcripcion
p53 conocido como la mas :ﬁ]ﬁ.

importante proteina it Figh Donsity
supresora de tumores. La
proteina p53 tiene Figural- 10 Linea celular MDA-MB-231 ATCC® HTB-26TM.

importantes funciones como Fuente: ATCC®.

la detencion del ciclo celular,

la activacion de enzimas de reparacion del ADN, iniciacion del proceso de
senescencia, asi como la activaciéon de apoptosis. Esta linea celular también
presenta mutado el inhibidor de quinasa 2 dependiente de ciclina (CDKN2A) el cual
es un gen supresor de tumor, que sirve como inhibidor de la quinasa CDK4, siendo
capaz de inducir arresto celular en la fase G1 del ciclo celular. Adicionalmente MDA-
MB-231 presenta mutacion en Ras, presentando la proteina KRAS, una mutacion
de baja frecuencia en cancer de seno. Las proteinas RAS activan corriente-abajo
efectores tales como, AKT y ERK, afectando el crecimiento celular, la diferenciacion
y la supervivencia. Mutaciones en el gen RAS estan asociadas a una pobre
respuesta a las terapias actuales, especialmente a aquellas que van dirigidas a una
inhibicién de EGFR.

Esta linea celular también presenta mutado el proto-oncogén BRAF, el cual codifica
la proteina B-RAF, una serina/treonina quinasa de la familia RAF, que actua
corriente abajo en la via RAS y corriente arriba en MEK en la via de sefnalizacion
MAPK/ERK. Mutaciones en B-RAF lideran una excesiva proliferacion celular y
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potencian la supervivencia celular. Presenta expresion del oncogén WNT7B. MDA-
BM-231 no expresan los receptores de estrogenos y progesterona, asi como
presenta una muy baja o nula expresion del gen HER2, por lo cual esta linea celular
es considerada como TNBC. Esta linea celular expresa el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor transformante de crecimiento alfa (TGF a).

La linea celular fue replicada a una confluencia de 70% para su almacenamiento en
crioviales de 1 ml de medio completo, suplementado con 5% de Dimetil sulféxido
DMSO (CODE: N182-5X10ML Amresco®). El medio de cultivo completo estaba
compuesto de: Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium DMEM (Cat. No. 90-113
PBR, Corning®), suplementado con 5,5 mM de D-glucosa (Ref. 108337, Merck), 2
mM de L-glutamina (Ref. 25030-081, Gibco by Life Technologies), 1 mM de piruvato
de sodio (Cat. No. 25-000-Cl, Cellgro, Corning®), 3,7 g de bicarbonato de sodio
(CAS 144-55-8, Fisher scientific), 1% de penicilina/estreptomicina (Ref. 30-002-Cl,
Cellgro), 10% de suero bovino fetal SBF (Cat. No. 35-015-CV, Cellgro, Corning®) y
pH de 7,8 +/- 0,5. Para los experimentos con galactosa, no se utilizé glucosa en el
medio, la cual fue reemplazada por galactosa (CAS 59-23-4, Ref. G0625-500G,
Sigma-Aldrich®) a una concentracion de 10 mM.

1.5.1.2.2 MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132™) Figura I- 11:

A I I ATCC Number: HTB-132 ™
Células epiteliales humanas e i © moned

de cancer de seno
(adenocarcinoma), de tipo
adherente, aisladas de una
mujer de raza negra de 51
anos, extraidas de un
derrame pleural
metastasico. Presentan
mutaciones del gen PTEN,
que codifica el supresor
tumoral PTEN. PTEN actua
como una proteina
fosfatasa de doble
especificidad.  Defosforila
los residuos tirosina, serina
y treonina. También actua Figura I- 11 Linea celular MDA-MB-468 ATCC® HTB-132TM.
. Fuente: ATCC®.

como una lipido-fosfatasa,

actividad critica para su

funciéon supresora de tumores, actuando como un antagonista de la ruta de
sefializacion PI3K-AKT/PKB. También tiene actividad reguladora en el ciclo celular.
MDA-MB-468 presenta mutacion del gen supresor tumoral RB1 que codifica una
proteina reguladora de la proliferacion celular por control en la progresion del ciclo
celular a través del punto de control del ciclo celular en la fase G1. El gen supresor
tumoral SMAD4 también se encuentra mutado en esta linea celular. Este gen

)
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codifica efectores corriente abajo en la via de senalizacion del TGF, afectando la
diferenciacion celular, el desarrollo embrionario y la apoptosis. Al igual que MDA-
MB-231, MDA-MB-468 presenta mutacion en el gen TP53. Al igual que MDA-MB-
231, MDA-BM-468 no expresan los receptores de estrogenos y progesterona, asi
como presenta una muy baja o nula expresién del gen HER2, por lo cual esta linea
celular es considerada como TNBC. Esta linea celular expresa EGF y TGF a.

La linea celular fue replicada a una confluencia de 70% para su almacenamiento en
crioviales de 1 ml de medio completo, suplementado con 5% de DMSO. El medio
de cultivo completo estaba compuesto de: DMEM, suplementado con 5.5 mM de D-
glucosa, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 3.7 g de bicarbonato de
sodio, 1% de penicilina/estreptomicina, 10% de SBF y pH de 7.8 +/- 0.5. Para los
experimentos con galactosa, la glucosa fue cambiada por galactosa a 10 mM.

1.5.1.2.3 MCF7 (ATCC® HTB-22™) Figura I- 12:

Células epiteliales humanas

, ATCC Number: HTB-22
de cancer de  sSeno  Dpesagnation:  MCF-7
(adenocarcinoma), de tipo g3
adherentes, aisladas de una
mujer de raza caucasica de
69 afnos, extraidas de un
derrame pleural
metastasico. MCF7
presenta mutacion en el gen
(PIK3CA), encargado de
codificar PI3K. PI3K opera
como parte de la via

PI3BK/AKT/mTOR para
mediar la  proliferacion
celular, sobrevida, tovoemsy

migracion y trafico vesicular.
Sin embargo, esta linea
presenta baja actividad de
AKT. Presenta expresion del
oncogen WNT7B. Al igual que MDA-MB-231, MCF7 presenta mutacién en
CDKN2A. MCF7, es la unica linea celular de cancer de seno, que no presenta
mutaciéon en TP53. Esta linea celular presenta receptores para estrogenos, no
presenta sobre expresion de HER2 y sélo presenta actividad tumorigénica en
ratones, cuando es suplementada con estrégenos. MCF7 mantuvo muchas
caracteristicas del epitelio mamario diferenciado, incluyendo la habilidad de
procesar estradiol a través de receptores de estrogenos citoplasmaticos y la
capacidad de formar cupulas.

Figura l- 12 Linea celular MCF7 ATCC® HTB-22TM.
Fuente: ATCC®.
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La linea celular fue replicada a una confluencia de 70% para su almacenamiento en
crioviales de 1 ml de medio completo, suplementado con 5% de DMSO. El medio
de cultivo completo estaba compuesto de: DMEM, suplementado con 5.5 mM de
glucosa, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 3.7 g de bicarbonato de
sodio, 1% de penicilina/estreptomicina, 10% de SBF y pH de 7.8 +/- 0.5. Para los
experimentos con galactosa, la glucosa fue cambiada por galactosa a 10mM.

1.5.1.2.4 T47D (ATCC® HTB-133™) Figura I- 13:

Células epiteliales humanas  arce number: Hre-133
Designation: T-47D

de cancer de seno
(carcinoma ductal), de tipo
adherentes, aisladas de una
mujer de 54 afos, extraidas
de un derrame pleural
metastasico. T47D presenta
al igual que MCF7 mutacion
en el gen (PIK3CA). T47D
también presenta mutacion
en TP53. Esta linea celular
presenta  expresion  de
receptores de estrégenos,
progesterona, andrégenos y
glucocorticoides. Presenta

expresion  del oncogen  Figura - 13 Linea celular T47D ATCC® HTB-133TM.
WNT7B. Fuente: ATCC®.
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La linea celular fue replicada a una confluencia de 70% para su almacenamiento en
crioviales de 1 ml de medio completo, suplementado con 5% de DMSO. El medio
de cultivo completo estaba compuesto de: RPMI 1640 (Ref. 50-020-PBR,
Corning®), suplementado 1% de penicilina/estreptomicina y 10% de SBF.

1.5.1.2.5 MCF 10A (ATCC® CRL-10317TM) Figura |- 14:

Células epiteliales mamarias humanas, adherentes, aisladas de una mujer de raza
caucasica de 36 afos, que presentaba enfermedad fibroquistica de las mamas. La
linea celular MCF 10A es inmortalizada, no es tumorigénica, y no presenta signos
de diferenciaciéon terminal o senescencia. Esta linea celular responde a insulina,
glucocorticoides, entero-toxina de cdlera y EGF. Por microscopia electronica se
evidencia que las células presentan caracteristicas de células de ductales luminales
pero no de células mioepiteliales. También expresan antigenos especificos de
mama, detectados por anticuerpos monoclonales como MFA-Breast y MC-5. El
contenido de calcio ejerce un fuerte efecto sobre la morfologia celular.
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MCF 10A celular fue [l mow
replicada a una '
confluencia de 70% para
su almacenamiento en
crioviales de 1 ml de medio
completo, suplementado
con 7.5% de DMSO. EI
medio de cultivo completo
estaba compuesto de:
DMEM:F12 50:50 (Ref.
90-091-PBR, Corninig®)
suplementado con 5% de
suero de caballo (Cat. No.
35-030-CV, Cellgro), 20
ng.ml"" de EGF humana
(Cat. AF-100-15, PeproTech, INC), 0.5 mg.mI"! de hidrocortisona (Cat. No. 3867,
Calbiochem®), 100 pug.ml' de toxina de coélera (Biological Laboratories, Inc), 10
ug.ml-! de insulina recombinante humana (Cat. No. 407709-50MG, Calbiochem®) y
1% de penicilina/estreptomicina (Ref. 30-002-Cl, Cellgro). EI medio de ensayo no
fue suplementado con EGF, y la concentracion de suero de caballo usada fue del
2%.

Low Density High Density

Figura I- 14 Linea celular MCF 10A ATCC® HTB-10317TM.
Fuente: ATCC®.

1.5.1.3 Ensayo MTT:

El ensayo colorimétrico MTT se basa en la determinacion de la viabilidad y
citotoxicidad celular, por medio de la reduccion de la actividad metabdlica del
tetrazolio MTT (Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio). El

\ N
N O
Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil formazan
MTT Formazan

Figura I- 15 Fundamento del ensayo MTT.

El MTT (Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) es permeable a la membrana celular y en
la mitocondria es reducido por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial (SDH), a cristales de formazan
(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenilformazan).
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tetrazolio es permeable a la membrana celular y en la mitocondria es reducido a
cristales insolubles de formazan (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil formazan) por
la enzima mitocondrial succionato-deshidrogenasa Figura |- 15. Los cristales de
formazan son de color purpura y debe ser solubilizados con DMSO para cuantificar
su absorbancia a una longitud de onda de 595 nM. Se considera que la cantidad de
formazan que se produce en un cultivo es directamente proporcional a la cantidad
de células vivas.

Las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 y T47D fueron cultivas al
70% de confluencia en flaks de 75 cc. Las células fueron lavadas con PBS y
tripsinizadas con 4 ml de Tripsina 0.05% en EDTA y cuantificadas con azul de tripan
para sembrar a una densidad celular de acuerdo con la linea celular (MDA-MB-231
y T47D a 1x10* células por pozo y MDA-MB-468 y MCF7 a 5x103 células por pozo)
en placas de 96 pozos. Las células fueron incubadas a 37°C, a una concentracion
de CO:2 del 5% por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion se adicionaron
diferentes concentraciones de Mito-SG1, Mito-Met que oscilaron entre 0.01 uM y 30
MM, asi como de sus respectivos compuestos parentales SG1, metformina y TPP.
En cada ensayo se utilizé medio de cultivo como control libre de tratamiento.
Pasadas 24 y 48 horas de incubacion, el medio fue reemplazado con tetrazolio (CAS
298-93-1, Alfa Aesar) disuelto en medio de cultivo a una concentracion de 0.5
mg.ml'. Las células fueron incubadas por 1 hora. El medio fue reemplazado por
100 yL de DMSO grado ACS (CODE: 0231-500ML, Amresco®) por pozo. La
formacion de formazan se determind por la lectura de la absorbancia a 595 nm,
usando un lector de placa Varioscan Flash. Los resultados fueron normalizados con
la absorbancia de los pozos controles libres de tratamiento.

1.5.1.4 Ensayo SYTOX® Green:

SYTOX® Green es una cianina con alta afinidad por los acidos nucleicos y
facilmente penetra las células con compromiso en la membrana plasmatica, asi
como es impermeable a las células vivas, dado la integridad de sus membranas
Figura |- 16. El complejo SYTOX® Green/ADN tiene una excitacion y emision
maxima a 504 nm y 523 nm respectivamente. Este ensayo tiene por utilidad la
determinacion de muerte celular en tiempo real. A mayor presencia de fluorescencia,
mayor muerte celular.

Las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 y MCF 10A fueron cultivas
al 70% de confluencia en flaks de 75 cc. Las células fueron ftripsinizadas y
cuantificadas con azul de tripan para sembrar a una densidad celular dependiente
del tipo de célula (MDA-MB-231 a 3x10* células por pozo, MDA-MB-468 y MCF7 a
2x10* células por pozo y MCF10A a 1.5x10* células por pozo) en placas de 24
pozos. Las células fueron incubadas a 37°C, a una concentracion de CO:2 del 5%
por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacién se adicionaron diferentes
concentraciones de Mito-SG1, SG1 Y TPP que oscilaron entre 0.1 yM y 10 yM
diluidas en medio de cultivo, no se utilizé Mito-Met ni metformina, por los resultados
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obtenidos en el MTT. En
cada ensayo se utilizé
medio de cultivo como
control libre de
tratamiento. Pasadas 48
horas de incubacion, el
medio fue reemplazado
por medio de cultivo libre
de suero, con SYTOX
green (Ref. S7020,
Molecular probes®) a
una concentracion final
de 300 nM y se incubd
durante 20 minutos. La
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. . Figura |- 16 Fundamento Ensayo Sytox green®
fluorescencia se evalud sytox green® es una cianina que no es permeable a células viables. En
a través de un ceélulas con compromiso de la membrana celular, caracteristica de las células

microscopio invertido

muertas, Sytox green ingresa a la célula y debido a su alta afinidad por el
ADN, se intercala y emite una fluorescencia 500 veces mas fuerte, a

Nikon Eclipse TiS y la comparacion de la molécula no unida a ADN con un espectro de emision y
cuantificacidon se realizd excitacion de 523/504 nm respectivamente.

con el software NIS-

Element Advanced Research 3.2.

1.5.1.5 Ensayo de proliferacion celular con azul de tripan:

La proliferacién celular fue
evaluada mediante la
observacién manual del
numero de divisiones de las
lineas celulares utilizando
la coloracion con azul de
tripan. El azul de tripan, es
un coloide azoico que se
introduce en el interior de
las células que presentan
roturas en la membrana de
forma que aquellas que
adquieren un color azul son
consideradas células no
viables Figura |- 17. EIl
numero de células vivas,
capaces de excluir el
colorante, se determina al
microscopio usando un
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Figura I- 17 Fundamento del ensayo de exclusion del colorante azul
de tripan.

El azul de tripan es un coloide azoico que no penetra en membranas
celulares de células viables. En células no viables cuyas membranas
celulares presentan roturas el colorante penetra generando una
coloracioén azul visible por microscopia éptica convencional.

contador manual y una cdmara de Neubeuer.
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Las lineas celulares MDA-MB-231 en representacion de las lineas celulares TNBC
y MCF7 en representacion de las lineas celulares no-TNBC fueron cultivas, lavadas,
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizé una densidad
celular de 1.5x10° por pozo, para cultivo en placas de 6 pozos. Las células fueron
incubadas a 37°C, a una concentracion de CO:2 del 5% por 24 horas. Pasado el
tiempo de incubacion se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1y SG1
diluidas en medio de cultivo, no se utilizé Mito-Met ni metformina, por los resultados
obtenidos en el MTT. En cada ensayo se utilizé medio de cultivo como control libre
de tratamiento. Pasadas 24, 48 y 72 horas se tripsinizaron tres muestras por
concentracion de tratamiento, y se realizé el conteo de células viables con la
coloracién de azul de tripan al 0.4%, utilizando una camara de Neubeuer.

1.5.1.6 Ensayo de formacion de colonias:

La inhibicién del crecimiento fue evaluada por el ensayo de formacién de colonias
(151). En ensayo de formacion de colonias fue establecido hace mas de 50 afios,
el primer articulo original que describe la técnica fue en 1956 (152). El ensayo se
basa en la habilidad de una célula para crecer y formar una colonia. La colonia es
definida como un grupo formado por 50 células o mas. Este ensayo es el método
de eleccion para determinar la muerte por inhibicién de la reproduccién celular
después del tratamiento con radiaciones ionizantes, pero también puede ser usado
para determinar la efectividad de otros agentes citotdxicos. Unicamente una fraccion
de las células sembradas retiene la capacidad de producir colonias. Antes o
después del tratamiento las células son sembradas en una dilucién apropiada para
generar colonias entre 1 y 3 semanas. Las colonias son fijadas con glutaraldehido
(Paraformaldehido, P6148, 500G, Sigma-Aldrich®) a una concentracion del 6.0%
v/v, coloreadas con cristal violeta (CODE: 0528-100G, Amresco®) a una
concentracion de 0.5% p/v y contadas usando un estereoscopio o sistemas de
captura de imagenes, para posteriormente realizar el calculo de la eficiencia de
formacion de colonias (PE, por sus siglas en inglés Plating Efficiency) y con el PE,
se calcula la fraccién superviviente (SF, por sus siglas en inglés Surviving Fraction).

Las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 fueron cultivas, lavadas,
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizé una densidad
celular de 300 células por pozo para cultivo en placas de 6 pozos. Las células fueron
incubadas a 37°C, a una concentraciéon de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el
tiempo de incubacion se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1y SG1
que oscilaron entre 0.1 uM y 10 yM diluidas en medio de cultivo, no se utilizé Mito-
Met ni metformina, por los resultados obtenidos en el MTT. En cada ensayo se utilizd
medio de cultivo como control libre de tratamiento. A las 24 horas posteriores al
tratamiento se realiz6 cambio de medio de cultivo y se incubaron las placas de 8 a
10 dias, dependiendo de la velocidad de cada linea celular para formar colonias
visibles (mayor de 15 células por colonia). Para el recuento de colonias, las células
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se lavaron con PBS, se fijaron y tifieron con glutaraldehido al 6% vy cristal violeta al
0.5% durante 30 minutos en agitacion. Posteriormente, las células se lavaron con
agua tipo Il y se secaron a temperatura ambiente. Las colonias fueron contadas con
el equipo VersaDoc™ imaging systems, posteriormente se realizé el calculo de la
PE y SF, de acuerdo a la ecuaciones (I.1) y (I.2) respectivamente (151).

Numero de colonia promedio

PE =

Namero de células sembradas

100 (1.1)

PE del tratamiento
SF =
PE del control

X 100 (1.2)

1.5.1.7 Ensayo de migracion celular:

Para la evaluacion de la migracion celular se utilizé el ensayo de cierre de herida,
mas conocido como “wound healing assay”. Este ensayo se basa en la observacion
del comportamiento de una monocapa confluente de células que previamente se le
ha realizado una brecha o “herida”. Las células en el borde de la brecha se moveran
hacia la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando asi la
herida. Este experimento permite analizar tanto la migracién de la monocapa como
el movimiento de células individuales.

Las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7 fueron cultivas, lavadas, tripsinizadas y
contadas como se describe anteriormente. Las células fueron incubadas a 37°C, a
una concentracion de CO2 del 5% en placas de 24 pozos. Cuando las células
lograron el 90% de confluencia, se realiz6 un lavado con PBS a 37°C, y se procedio
a realizar la herida manualmente con puntas amarillas estériles (con capacidad de
10 pyL a 200pL). Se procedié nuevamente a lavar las células con PBS a 37°C, para
retirar las células sobrenadantes y detritus generados al realizar la herida.
Posteriormente se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 que
oscilaron entre 0.5 uM a 3 uM diluidas en medio de cultivo, no se utilizé Mito-Met ni
metformina, por los resultados obtenidos en el MTT. En cada ensayo se utilizd
medio de cultivo como control libre de tratamiento. A las 24 horas posteriores al
tratamiento se realizé la captura de imagenes utilizando un microscopio invertido
Nikon Eclipse TiS. Las imagenes fueron analizadas con el software libre TScratch
(CSElab, Zurich, Switzerland) Figura I- 18 (153).

El software TScratch se basa en dos conceptos, area abierta de la imagen (open
image area) y porcentaje de la herida abierta (Open wound area). El area abierta de
la imagen es dada como el porcentaje de la imagen que no se encuentra ocupada
por las células por el algoritmo. Tscrath tiene dos modalidades de andlisis, directorio
individual (single directory mode) y secuencia de data (Time-course) Figura |- 18D.
En el modo secuencia de data se puede calcular el porcentaje de herida abierta
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Figura |- 18E, la cual se define como la fraccion del area de la imagen abierta a un
determinado tiempo, con relacion al area de la imagen abierta en el tiempo cero. En
la Figura |- 18 se pueden observar las principales consideraciones para tener en
cuenta para el uso del software.

El grupo CSELab permite el uso del software TScrath a cientificos de instituciones
sin animo de lucro y con propositos no comerciales. A continuacién, se incluye la
pagina oficial del grupo como requisito explicito para el uso del software:
http://www.cse-lab.ethz.ch.

1.5.2 Desarrollo Objetivo 2

Determinar los efectos apoptéticos de Mito-SG1 en las lineas celulares de
TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7).

La apoptosis fue determinada por la caracterizacion morfolégica de los cambios
nucleares, evaluada mediante microscopia de fluorescencia con DAPI, cambios a

Analizar el grupo
A de datos
Ajuste del umbral - Modificar
del grupo arametros

Revisién individual

de iméagenes
( Excluir ] [ Auste menual | [ Edicién manual |
Ver y grabar | B8 &
resultados =)
c D Ensayo 080515/ E
o
3 I ) Porcentaje del area de la herida abierta
o
(=5 .
E Oh/ 15h/ 240 Area abierta de la imagen 24h
2 100 x = r z
I I I drea abierta de la imagen O h

24 horas

Ctr_1.jpg Ctrl_1.jpg Cti_1.jpg
Cti_2 jpg Cti_2 jpg Cti_2 jpg
Type_1.jpg Type_1.jpg Type_1.jpg

Type_2.jpg Type_2 jpg Type_2 jpg

Figura I- 18 TScrath Software.

Se presenta en la imagen una guia rapida para el uso del software, con el objeto de permitir al lector replicar el
analisis del ensayo de migracion. A) Flujograma basico de uso del software. B) Pantalla principal, utilizada para
subir la data a analizar y calcular el porcentaje de area abierta. C) Ejemplo de ensayo Time-Course, donde se
compara el tiempo cero con la migracién a las 24 horas. Se observa al lado izquierdo las fotos tomadas en el
ensayo, y a lado derecho, el area que selecciona el software como area abierta. D) Ejemplo de como se debe
organizar el directorio de la data y los archivos en el modo Time-Course. E) Calculo del porcentaje de la herida
abierta, en ensayos Time-course.

Fuente: Tomado y adaptado de Geback T, Schulz MM, Koumoutsakos P, Detmar M. TScratch: a novel and
simple software tool for automated analysis of monolayer wound healing assays. Biotechniques. 2009
Apr;46(4):265-74.
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nivel de membrana citoplasmatica medidos por la traslocacion de la fosfatidil-serina
por citometria de flujo con el kit de Anexina V, la activacion de caspasas 3/7 por
citometria de flujo y la liberacion de citocromo C y activacion de ERK mediante la
técnica de western blot.

1.5.2.1 Alteraciones en la morfologia nuclear:

Las alteraciones en la morfologia nuclear ocurren tanto en células necréticas como
apoptéticas, y pueden ser evaluadas con el uso de coloraciones fluorescentes
observadas por microscopia. Las células sanas muestran una coloracién difusa del
nucleo. En las células lesionadas el tipo de morfologia celular observada depende
tanto del tipo célula como del compuesto utilizado, pero generalmente confluye en
tres tipos de patrones (Figura |- 19): 1) Condensacién de la cromatina: marginacion
de la cromatina sin condensacion nuclear; 2) Fragmentacion nuclear: marginacion
de la cromatina con condensacion nuclear; 3) Condensacién nuclear: disminucién
del tamafo del nucleo sin marginacion de la cromatina. La marginacion hace
referencia al agrupamiento de la cromatina al borde o periferia de la membrana,
resultante en una pérdida de tincion en otras partes del nucleo. Condensacion
nuclear se refiere a una disminucioén en el tamano del nucleo en comparacioén con
los nucleos de control. La condensacion puede estar presente en ambas células
apoptoticas y necroticas. La
condensacion nuclear que ocurre
durante la necrosis coincide con la
pérdida de la integridad de la
membrana, a diferencia de la que
ocurre en apoptosis, donde todavia no
hay pérdida de la membrana. La
fragmentacion  nuclear que es
comunmente asociada con apoptosis
también puede observarse en la
necrosis. La condensacién de la
cromatina es tipica de las células
apoptéticas y a menudo precede la
fragmentacién nuclear.

Para evaluar estos cambios de la
morfologia nuclear se utilizé DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenilindol). DAPI, es un  Figura I- 19 Cambios morfolégicos nucleares
colorante nuclear fluorescente, que se ‘C'Sll{a"zadc’lslc°'sﬂgé";'-f atad 48
- . .y . a linea celuiar - ue tratada por oras
pas_a enla fuamon .de la region adenina- con MitoSG1 a una concentracion de 5 uM. A)
timina en secuencias del ADN de doble  Morfologia nuclear normal. B) Se indica con la
cadena tanto en células vivas como en flecha blanca, la fragmentacién nuclear. C) Se
3ul fiiad La tincion DAPI al indica con la flecha blanca, la condensacion de la
ce u as Thjadas. La luncion ] a sgr cromatina. D) Se indica con la flecha blanca, la
excitada con luz UV en el microscopio  condensacién nuclear.

fluorescente, emite un color fuerte azul
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fluorescente cuando se encuentra adherido al ADN bicatenario en una absorciéon de
longitud de onda de 461nm.

Las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 fueron cultivas, lavadas,
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizé una densidad
celular de 2.5 x10° para cultivo en placas de 6 pozos. Las células fueron incubadas
a 37°C, a una concentracion de CO:2 del 5% por 24 horas. Pasado el tiempo de
incubacion se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1, y pasadas 48
horas se lavaron las células con PBS, se fijaron con etanol absoluto, se
permeabilizaron con Triton al 0.1% y se colorearon con DAPI a una concentracion
de 2 ug.ml"" por 15 minutos en oscuridad. Las placas fueron lavadas con PBS y se
observaron en un microscopio microscopio invertido Nikon Eclipse TiS. Se contaron
un minimo de 200 nucleos por muestra. El total de nucleos alterados se dividio por
el total de nucleos contados y se multiplicé por 100. Para la condensacién nuclear,
se compara con el tamafo del nucleo de las células del control. La condensacién
debe ser menor al 50% del nucleo control. La fragmentacion nuclear es el cambio
mas evidente de los tres parametros a evaluar, dado que debe presentar las dos
caracteristicas: condensacién nuclear y marginacién de la cromatina. La
condensacion de la cromatina es caracterizada por un incremento de la coloracién
del ADN a los lados, periferia o el nucleo sin disminucién en el tamafio del nucleo
en comparacion con los nucleos control. Las imagenes fueron analizadas con el
software NIS Elements AR Advanced Research 3.2 (Nikon) para calcular el area, la
circularidad, el factor de forma, la intensidad media de fluorescencia y la variacién
de la intensidad de fluorescencia, los parametros obtenidos fueron clasificados en
excel para determinar el tipo de cambio morfoldgico y la significancia fue calculada
en GraphPad Prism 5.

1.5.2.2 Ensayo de Anexina V:

Cuando se desea diferenciar la apoptosis de la necrosis, se hace indispensable la
evaluacion de los cambios a nivel de membrana citoplasmatica, como lo es la
translocacion de la fosfatidil-serina (FS) localizada en la superficie citoplasmatica,
hacia la cara externa de la membrana plasmatica, convirtiéndola en un marcador de
superficie de apoptosis. La FS se identificé como marcador de la superficie de los
leucocitos que entran en apoptosis, permitiendo que sean reconocidos por los
macrofagos y, por ende, puedan ser fagocitados. El anticoagulante Anexina V, es
una proteina de unién a fosfolipidos dependiente de Ca?* que tiene una alta afinidad
por la FS. De esta forma, al marcar la Anexina V con un fluoréforo, se pueden
identificar las células apoptoéticas por la union a la FS expuesta en la cara externa
de la membrana plasmatica Figura I- 20.
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Las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468, fueron cultivas, lavadas,
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente en el objetivo 1. Se utilizé
una densidad celular de 2.5x10° para cultivo en placas de 6. Las células fueron
incubadas a 37°C, a una concentraciéon de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el
tiempo de incubacion se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 por

Célula sana Apoptosis

i Espacio extracelular

Fosfatidilserina

@ * Anexina V
con Fluorocromo

)

Membrana plasmatica

Espacio intracelular

Figura I- 20 Fundamento ensayo de Anexina V

El ensayo de anexina V se basa en la alta afinidad en presencia de Ca?* que tiene el anticoagulante Anexina V
por la fosfatidilserina (FS). La FS se encuentra en células sanas en la cara interna de la bicapafosfolipidica
hacia el espacio intracelular, y en células apoptéticas se ha traslocado a la cara externa de la bicapafosfolipidica,
quedando expuesta al espacio extracelular y permitiendo su unién con la Anexina V. La Anexina V viene
conjugada con un fluorocromo permitiendo su deteccion por citometria de flujo.

un periodo de 24 horas y 48 horas, utilizando como control positivo Estausporina a
5 uM 3 horas previas a la lectura y como control negativo durante todo el
experimento, medio de cultivo. Se utilizé el kit FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis
Kit with FITC annexin V and PI, for Flow Cytometry (Cat. No. V13242, molecular
probe®, Invitrogen), el cual tiene anexina V marcada con fluoresceina y se utiliza el
loduro de propidio (Pl) como contraste de muerte celular, dado que el PI
impermeable a membranas celulares integras. Lo anterior permite evaluar 4
poblaciones: células viables (Anexina V-/PI-), apoptosis (Anexina V+/Pl-), Apoptosis
tardia/necrosis (Anexina V+/Pl+) y necrosis (Anexina V-/Pl+). El ensayo se realizo
siguiendo las recomendaciones del fabricante, con una captura minima de 10.000
eventos en un citometro FACS CANTO BD system.

1.5.2.3 Ensayo de activacion de caspasas 3/7:

Las caspasas son proteasas claves en la transduccion y ejecucion de la sefial
apoptotica inducida por diversos estimulos. Se encuentran en la célula como
precursores inactivos que necesitan ser cortados para iniciar su actividad. Existen
dos grandes grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras y las ejecutoras. Las
caspasas iniciadoras son activadas por autoprotedlisis cuando son traslocadas a
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compartimientos especificos 0 mediante adaptadores/activadores. Las caspasas
ejecutoras son activadas mediante el corte especifico mediado por las caspasas
iniciadoras. Estas proteasas son las encargadas de los cortes finales de sustratos
que provocan la morfologia tipica de la apoptosis. Entre éstos se encuentran
proteinas de sefial, de reparacion de ADN, estructurales, factores de transcripcion,
entre otras. Existen 2 vias de activacion de la apoptosis Figura |- 21: via extrinseca,
cuando los receptores de muerte son reconocidos por su ligando especifico, o en
su defecto se presenta una supresion de los factores de crecimiento u hormonales;
y la via intrinseca, por activacion de la via mitocondrial por dafio al citosol o nucleo.
Uno de los mecanismos ampliamente usados para evaluar apoptosis, es detectar la
activacion de las caspasas efectoras 3 y 7, dado que ambas vias confluyen en su
activacion (142).

Via Intrinseca
Estres
celular
+ [E:H —»lElEl
Pro-
caspasa8 chopaa s ’7
Cltocrcmo C

Caspasa 8 Caspasa 9

Activa Actwa
Caspasas

Activas & g

caspasa 9
APAF1

Figura I- 21 Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis.

La via de apoptosis extrinseca se activa a través de la unién de un ligando a un receptor de muerte, lo que a
su vez conduce, a que las proteinas adaptadoras (FADD/TRADD), ayuden al reclutamiento, dimerizacion y
activacion de la caspasa-8. La caspasa-8 activa inicia la apoptosis directamente por escision de las pro-
caspasas ejecutoras (3, 6, 7), o activa la via apoptética intrinseca a través de la escision del BID para inducir
la muerte celular. La via de la apoptosis intrinseca o mitocondrial puede ser activada a través de estrés celular
que conducen a la liberacion del citocromo C de las mitocondrias y a la formacién del apoptosoma, compuesto
por APAF1, citocromo ¢ y ATP. El apoptosoma se encarga de la activacién de la caspasa 9, quien inicia la
apoptosis por escision de las pro-caspasas ejecutoras (3, 6, 7).

Fuente: Tomado y adaptado de Mcllwain DR, Berger T, Mak TW. Caspase functions in cell death and disease.
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2013 Apr 01,5(4):a008656.

Las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468, fueron cultivas, lavadas,
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente en el objetivo 1. Se utilizé
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una densidad celular de 2.5x105 para cultivo en placas de 6 pozos. Las células
fueron incubadas a 37°C, a una concentracion de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado
el tiempo de incubacion se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 por
un periodo de 24 horas, utilizando como control positivo Stausporina a 5 uM 3 horas
previas a la lectura y como control negativo durante todo el experimento, medio de
cultivo. Se utilizé el kit Magic Red® Caspase-3/7 Assay Kit (Referencia 935,
ImmunoChemistry Technologies). Este kit permite monitorear in vitro la apoptosis
por la actividad intracelular de caspasas 3y 7. El sustrato Magic Red- Acido aspartil-
glutamil-valanil-aspartico, denomidado en el kit como sustrato MR-(DEVD)2, que
consiste en una molécula de violeta de cresilo unida a dos copias del sustrato DEVD
(4 secuencias de amino acidos, considerados el blanco 6ptimo para las caspasas 3
y 7). Cuando el MR-(DEVD): esta intacto, la fluorescencia es aplacada o apagada.
Cuando el MR es cortado del DEVD por las caspasas activas, este se acumula en
los lisosomas y emite una fuerte fluorescencia roja. De esta manera es detectado
por citometria de flujo.

El ensayo se realizo siguiendo las recomendaciones del fabricante, en resumen,
una vez las células son recolectadas para su analisis, se ajusta la densidad celular
a una concentracion entre 1x10% y 1x108 células/mL. Se transfieren 300 pL de la
suspension celular a tubos de citometria, y se adiciona el sustrato MR-(DEVD)2 a
una dilucién de 1:30 con relacién a la suspension celular que para este caso son 10
ML. Se incubd por 30 minutos a 37°C, y debido a que el sustrato no presenta
interferencia con el canal verde/FITC, se procedié a realizar un analisis de doble
color usando Sytox green® a una concentracién de 300nM por 15 minutos como
colorante vital para y poder identificar 4 poblaciones celulares: células viables MR-
(DEVD)2(-)/Sytox green(-); Apoptosis temprana MR-(DEVD)2(+)/Sytox green(-);
Apoptosis tardia MR-(DEVD)2(+)/Sytox green(+); y Necrosis MR-(DEVD)2(-)/Sytox
green(+). Se realizé una captura minima de 10.000 eventos en citometro FACS
CANTO BD system.

1524 Extraccion y cuantificacion de proteinas citosoélicas y mitocondriales:

Para la extraccion de proteinas citosélicas y mitocondriales a partir de cultivos
celulares, las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 fueron cultivas,
lavadas, tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizaron 3
cajas de Petri de 100 mm para el cultivo del control y concentraciones bajas del
tratamiento, y 4 o 5 cajas de Petri de 100 mm para las concentraciones altas del
compuesto, debido a la disminucién de la viabilidad celular y por ende de la proteina
obtenida. Las células fueron incubadas a 37°C, a una concentracion de CO2 del 5%
hasta obtener una monocapa del 60% de confluencia. Se realizé un lavado con PBS
1X (Cat No. 70011044, Gibco) a 37°C y se adiciono el tratamiento con Mito-SG1 a
diferentes concentraciones de acuerdo con el ICso del compuesto en la respectiva
linea celular. Pasadas 48 horas de cultivo, se retiré el medio y las células fueron
lavadas con PBS frio, y se inici6 la lisis celular.
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A partir de este momento, todo el proceso se realiz6 en frio (temperatura entre 0°C
y 8°C), se procedio a adicionar 300 uL de buffer de fraccionamiento celular el cual
fue preparado con Hepes 20 mM pH 7.4 (Ref. 15630-080, Gibco), KCL (Cas No
7447-40-7, Sigma-Aldrich®) 10 mM, MgCL2 2mM (Cas No 7791-18-6, Fisher
scientific), EDTA 1mM (Cas No 60-00-4, Sigma-Aldrich®). Se disuelve con la adiciéon
de NaOH 1 N y se ajusta el pH a 7.4 con HCI 1N), EGTA 1 mM (Code 00732-10G,
Amresco®), DTT 1mM (Code 0281-5G, Amresco®) en agua desionizada,
suplementado con un coctel de inhibidores de protesas 1X (Codigo M222-1ML,
Amresco®) e inhibidores de fosfatasas: Ortovanadato de sodium 1Mm (Cddigo
450243-10G, Sigma-Aldrich®) y floruro de sodio 3 mM (Ref. S6776-100G, Sigma-
Aldrich®). La separacién de la Fracciéon S100 y del lisado purificado de proteinas
mitocondriales se realiz6 como se detalla en la Figura |- 22.

La concentracion de proteinas citosolicas se determind mediante el método de
Bradford. La dilucion usada fue de 1:2, utilizando 10 pl de muestra mas 10 uL de
buffer de fraccionamiento, se adicionaron 300 pL del reactivo de Bradford (code
E530-1L, Amresco®), se procedidé a vortear y realizar lectura inmediata a 595 nm.
La concentracion de proteinas mitocondriales se determiné mediante el ensayo de
BCA, utilizando el kit Pierce® BCA Protein Assay Kit (Prod # 23225, Thermo
scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante para lectura en microplaca. Para
ambos métodos se utilizd6 una curva de concentracion conocida de BSA (Prod #
23225, Thermo scientific) como patron de referencia disuelta en el buffer
correspondiente de acuerdo con el método de extraccion usado.
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Figura |- 22 Flujograma de
extraccion y separacion de
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Las células fueron recolectadas por
raspado celular en tubos eppendorf
de 2 ml, posteriormente fueron
pasadas por aguja de 25 G 10
veces y se mantuvieron en hielo por
20 minutos. Luego se procedio a
centrifugar a 800 g por 5 minutos a
4°C. Se descartd el pellet #1 que
contenia los ndcleos y el
sobrenadante #1 fue trasvasado a
nuevos tubos eppendorf, los cuales
fueron centrifugados a 10.000 g a
4°C por 5 minutos. El pellet #2
contiene las mitocondrias, y el
sobrenadante #2 contiene las
proteinas citosodlicas y membranas.
Para obtener la fraccion S100
(proteinas citosolicas), el
sobrenadante #2 se ftransfirio a
tubos de policarbonato y fue
centrifugado a 100.000 g a 4°C por
1 hora (el pellet #3 fue descartado
y el sobrenadante #3 el cual
corresponde a la Fraccion S100 fue
alicuotado y almacenado a -70°C).
Para obtener las proteinas
mitocondriales, el pellet #2 que
contiene las mitocondrias fue
resuspendido en 250 pL de buffer
de fraccionamiento, y se procedio6 a
purificar el lisado de mitocondrias
pasandolo 10 veces por aguja de
25 G para lisar las células que
todavia se encuentren integras y
centrifugar nuevamente a 10.000 g
por 10 minutos. El sobrenadante #4
es descartado y el pellet #4 fue re-
suspendido en 100 L buffer de lisis
mitocondrial (Cat No 43-042,
Millipore), en agitacién constante
por 20 minutos a 4°C. Se centrifugd
a 14.000 g a 4°C por 20. El pellet #5
fue descartado y el sobrenadante
#5 fue alicuotado y almacenado a -
70°C. BF: Bufer de
fraccionamiento, BLM: Bufer de
lisado mitocondrial.



1.5.25 Fraccionamiento electroforético de proteinas y Western blot para
determinacion de liberacion de Citocromo C al citosol:

Las proteinas se fraccionaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida-SDS segun el método descrito por Laemmli (154). Se cargaron 40
Mg de proteina por cada muestra en buffer de carga previamente denaturalizadas
por 5 minutos a 90°C. La calibracién de los geles se efectu6 mediante electroforesis
en paralelo con un marcador de peso molecular de 10kDa a 175kDa (Cat No G252
Opti-Protein Marker, ABM). Se utiliz6 una camara de mini-electroforesis de biorad,
con un tiempo aproximado de 70 minutos de corrida electroforética, a voltaje
constante de 140 V. Se utilizé un gel de 16% para la corrida de citocromo C, dado
su bajo peso molecular.

Se detallan a continuacion la preparacién de las soluciones utilizadas:

Tabla I-1 Bufer de carga desnaturalizante

Reactivos Concentracion
Tris HCI 0,5 M pH 6,8 25%
Glicerol 20%
SDS 10% 40%
2-Mercaptoetanol 10%
Azul de Bromofenol Una pizca

Tabla I-2 Bufer de Corrida

Concentracion

Reactivos (mM)
Tris Base 248
Glicina 191.8
SDS 3.5

Tabla I-3 Gel de Concentracion

Reactivos Cantidad dos (2)
geles (pL)

H,O Tipo | 3400
Bis/acriladamida 30% 920
Tris HCI 0,5 M pH 6,8 1250
SDS 10% 60

APS 10% 120
TEMED 20
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Tabla I-4 Gel de corrida al 16%

Reactivos Cantidad dos (2)
geles al 16% (pL)
H,O Tipo | 2200
Bis/acriladamida 30% 5400
Tris HCI 1,5 M pH 8,8 2600
SDS 10% 100
APS 10% 50
TEMED 20

1.5.25.1 Tincioén de proteinas:

Las proteinas resueltas en geles de poliacrilamida se tifieron con una solucion de
Azul Brillante de Coomasie R-250 (Ref 1610436, BioRad) durante 6-8 horas. La
eliminacion del exceso de colorante no unido a proteina se realizé mediante difusién
de éste por 30 minutos en una soluciéon = , B
decolorante fuerte compuesta por acido acético al

10% (v/v) y metanol al 50% (v/v), seguida de una
incubacion de 12-48h con una solucion
decolorante débil (Metanol 5%, Acético 10%) y
conservandolo finalmente en solucion de

almacenamiento (Acético 1%) a 4°C. La tincion

de proteinas se  utilizd para validar Ila :

electroforesis, la resoluciéon de las bandas, y .

determinar las condiciones optimas de la corrida Figura I- 23 Tincién Coomasie.
electroforética (Figura |- 23). No se utilizaron $¢ de poliacrilamida al 16%, fisado
geles tefiidos previamente con coomasie para '

para el western blot.

1.5.25.2 Western blot:

Las proteinas fraccionadas en geles por electroforesis fueron transferidas a
membranas de PVDF de 0,2 ym (Prod # 88520, Thermo scientific) mediante electro-
transferencia humeda. Las membranas fueron previamente activadas vy
acondicionadas pasandolas 5 segundos por metanol absoluto, 5 minutos en H20
Tipo |, y por ultimo 20 minutos en bufer de transferencia en agitacion constante.
Para la transferencia humeda se utilizé un equipo Mini Trans Blot® de Bio-Rad,
empleando un voltaje constante de 100V durante 90 minutos, en bufer de
transferencia con un rango de temperatura entre 8 y 10°C. A continuacién, las
membranas se sumergieron en solucién de bloqueo durante al menos 2 horas con
agitaciéon y a temperatura ambiente. La incubacién de la membrana con el
anticuerpo primario de citocromo C anticuerpo monoclonal de ratén IgG2s (Ref. sc-
13560, Santa Cruz Biotechnology, 1:300), fue realizada a 4°C durante toda la noche.
A continuacion, las membranas se lavaron 5 veces durante 5 min en agitacion
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constante con TBS-Tween 20 (0,1%). Posteriormente las membranas se incubaron
en anticuerpo secundario de cabra contra IgG de ratén (Ref. sc-2031, Santa Cruz
Biotechnology, 1:50000), y anticuerpo secundario de cabra contra IgG de conejo
(Ref. sc-2004, Santa Cruz Biotechnology, 1:50000) conjugados a peroxidasa de
rabano picante en solucion de dilucion de anticuerpos. Las proteinas
inmunoreactivas se visualizaron utilizando el sustrato quimioluminiscente
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Ref. 34095, Thermo
Fisher Scientific) segun las instrucciones del fabricante, y se tomaron las fotos en el
equipo VersaDoc™ imaging systems. La cuantificacion y normalizacién de la
intensidad de las bandas resultantes se determindé utilizando el software ImagedJ.

A continuacion, se detallan las concentraciones utilizadas para cada una de las
soluciones empleadas:

Tabla I-5 Bufer de Transferencia

Reactivos Concentracion
Tris Base 24.8 mM
Glicina 191.8 mM
Metanol 47 M

Tabla I-6 Solucion de Bloqueo

Reactivos Concentracion
BSA 3%
TBS Aforar

Tabla I-7 Solucidén de Dilucion de Anticuerpos

Reactivos Concentracion
BSA 0.3%
Tween 20 0.1%
TBS Aforar

Tabla I-8 Soluciéon de TBS

Concentracion

Reactivos (mM)
NaCl 154
Tris HCIpH 7.4 50
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1.5.3 Desarrollo Objetivo 3

Examinar los efectos de Mito-SG1, sobre el potencial de membrana
mitocondrial, el estrés oxidativo y la bioenergética mitocondrial en las lineas
celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7).

El potencial de membrana fue determinado para evaluar la potencial
despolarizacion mitocondrial. Para evaluar el estrés oxidativo se observo el efecto
de Mito-SG1 sobre la produccion de superéxido, por medio de la sonda de
MitoSOX™ Red. Para todos los experimentos se utilizaron cultivos celulares con y
sin tratamiento, los cuales fueron realizados segun lo expuesto en el objetivo 1. Las
pruebas para medir bioenergética mitocondrial en tiempo real se realizaron en el
analizador de flujo extracelular XF¢24 (Seahorse Bioscience, part of Agilent).

1.5.3.1 Potencial de membrana mitocondrial:

Una caracteristica temprana de la apoptosis es la disrupcion de la mitocondria. La
disrupcién de la mitocondria incluye los cambios en el potencial de membrana y
alteraciones del potencial de 6xido-reduccion de la mitocondria. Los cambios en el
potencial de membrana pueden ocasionarse dado a la apertura del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial, permitiendo el paso de iones y pequeinas
moléculas. El equilibro resultante de los iones, lidera el desacoplamiento de la
cadena respiratoria y la liberacion del citocromo c.

Un método convencional para evaluar el potencial de membrana es con el uso de
sondas, las cuales se acumulan en la mitocondria dado su carga electronegativa.
Los cambios en el potencial de membrana pueden ser medidos por una variedad
de técnicas fluorescentes tales como citometria de flujo y microscopia. Para el
presente proyecto, utilizamos el cation lipofilico citofluorométrico JC1 (5,5',6,6'-
tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil bencimidazolilo carbocianina loduro), dado que presenta
ventajas sobre las otras tintas cationica, porque puede entrar selectivamente en la
mitocondria y generar un cambio de color reversible de rojo-J-agregados (~590nm)
a verde-monomeros (~529nm), correspondiente al potencial de membrana
presente Figura |- 24.
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En consecuencia, la despolarizacion mitocondrial esta indicada por una disminucién
en la relacion de intensidad de fluorescencia roja/verde. JC1 es mas especifica para
evaluar el potencial de membrana mitocondrial en comparacién con la membrana
plasmatica, y es mas consistente en la respuesta a desporalizacion que otras tintas
cationicas como DIOC6(3) (3,3'-Dihexil oxacarbocianina loduro) y rodamina 123. El
radio de verde a rojo fluorescente depende unicamente del potencial de membrana
y no de otros factores tales como el tamafio de la mitocondria, forma y densidad,
los cuales pueden afectar la sefal de fluorescencia de un solo componente.

Figura I- 24 Evaluacion del potencial de membrana con el uso de
la sonda radiométrica JC1 en la linea celular MCF7.

La linea celular MCF-7 fue tratada por 24 horas con medio de cultivo
como control. A) Co-localizacion de los dos canales rojo (~590nm) y
verde (~529nm). B) Canal rojo. C) Canal verde. D) Contraste de fase.

Las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 fueron cultivas, lavadas,
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizé una densidad
celular de 4x10* para cultivo en placas de 24 pozos para evaluacion por microscopia
fluorescente y placas de 6 pozos a una densidad celular de 2.5x10° células por
pozo, para evaluacion por citometria de flujo. Las células fueron incubadas a 37°C,
a una concentracion de COz2 del 5% por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion
se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 por un periodo de 24 horas.
Las placas fueron lavadas con PBS, y tratadas con una concentracion de JC1 de
10 pM por 20 minutos y observadas en un microscopio invertido Nikon Eclipse TiS.
Para la lectura por citometria de flujo las células fueron tripsinizadas previamente al
tratamiento con JC1 y fueron analizadas en un citometro FACS CANTO de BD
system con un minimo de 10.000 eventos, con lectura en los canales rojo y verde.
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1.5.3.2 Estrés oxidativo:

El estrés oxidativo fue determinado por la produccién de superdxido mitocondrial.
Para determinar el superdxido se utilizdé la sonda MitoSOX™ Red realizando la
lectura en micréscopio invertido Nikon Eclipse TiS, y cuantificando la fluorescencia
con el software NIS-Elements AR 3.2. Los resultados fueron verificados por
citometria de flujo usando un citdmetro FACS CANTO BD system.

La sonda de MitoSOX™ Red, es permeable en células vivas y tiene afinidad
selectiva por la mitocondria. Una vez dentro de la mitocondria la sonda es oxidada
por el superdxido, pero no por otras especies reactivas de oxigeno o de nitrégeno
reactivas. La oxidacion de la sonda es prevenida por el superoxido dismutasa. La
sonda MitoSOX™ Red esta compuesta por hidroetidina (HE) conjugada a un cation
de hexil-trifenilfosfonio, y aunque tanto la HE como Mitosox pueden ser oxidados
por el superdéxido mitocondrial, Uunicamente mitosox puede ser usado para
determinar la oxidacidn especifica en la mitocondria, debido a su acumulacion
especifica por la diferencia de carga Figura |- 25. La HE es oxidada por el superdxido
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Figura I- 25 Ensayo de MitoSOX™ Red.

El ensayo de MitoSOX ™ Red, se basa en la acumulacion selectiva de la Hidroetidina en la mitocondria, debida
a su enlace con trifenilfosfina. Una vez el MitoSOX™ Red se encuentra en la mitocondria, es oxidado por el
superoéxido. Los productos de la oxidacion (etidio), son altamente atraidos por el ADN mitocondrial (ADNmt),
generando un espectro fluorescente con una emision/excitacion de 510/580 nm respectivamente. La seial se
puede detectar tanto por microscopia de fluorescencia como por citometria.
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a etidio, el cual tiene fuerte afinidad por los acidos nucleicos (155), con la
caracteristica de emitir fluorescencia en un espectro de emision y excitacion de
510/580 nm respectivamente.

Las lineas celulares de MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 se sembraron a una
densidad de 4 x10* células por pozo respectivamente, se incubaron por 24 horas,
posteriormente se retir6 el medio de cultivo, se adicionaron diferentes
concentraciones de Mito-SG1 por 24 horas y se utiliz6 medio de cultivo como control
negativo. Posterior al tiempo de tratamiento las células fueron lavadas con PBS a
37°C y tratadas con MitoSOX™ Red a una concentracion de 3 yuM por 30 minutos.
Las células fueron observadas con un microscopio invertido Nikon TiS con lampara
de fluorescencia de acuerdo con la longitud de onda de emision/excitacién de
510/580 nm respectivamente Figura |- 25.

Para la verificacion por citometria de flujo, se utilizaron placas de 6 pozos con una
densidad celular de 1.5 a 2 X10° células por pozo. El tratamiento se realizé pasadas
24 horas de incubacién, con diferentes concentraciones de Mito-SG1. Después de
24 horas de cultivo, se procedio a tripsinizar las células, el pellet fue lavado con PBS
y tratado con 3 pM MitoSOX™ Red por 15 minutos a 37°C.

Dado la variabilidad de los resultados, se procedi6 a estandarizar la técnica fijando
con glutaraldehido frio al 2% en hielo por 20 minutos. Las células se pasan a tubo
de citometria y se centrifugan 5 minutos a 1450 rpm, el pellet es reconstituido en
500 pl de PBS 1X frio. La lectura se realiza en un citometro de flujo FACS CANTO
Il BD system.

1.5.3.3 Wester blot de ERK p-ERK:

1.5.3.3.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas totales:

Para la extraccidn de proteina total a partir de cultivos celulares, las lineas celulares
MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 fueron cultivas, lavadas, tripsinizadas vy
contadas como se describe anteriormente. Se utilizé una densidad celular de 2.5
X10° para cultivo en cajas de Petri de 100 mm. Las células fueron incubadas a
37°C, a una concentracién de CO:2 del 5% hasta obtener una monocapa del 70% de
confluencia. Se realiz6 un lavado con PBS a 37°C y se adiciono el tratamiento con
Mito-SG1 a diferentes concentraciones de acuerdo con el ICso del compuesto en la
respectiva linea celular. Terminada la incubacién por 48 horas con los respectivos
tratamientos, las células fueron lavadas con PBS, y se adicionaron 400 uL de un
buffer de lisis celular (Millipore) suplementado con un coctel de inhibidores de
proteasas 1X e inhibidores de fosfatasas (Ortovanadato de sodio 1 mM y fluoruro
de sodio 3 mM) Figura I- 26.
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Figura I- 26 Flujograma de extraccion y separacion de proteinas totales.

Después de 48 horas de tratamiento con MitoSG1, las células fueron lavadas con PBS frio, y se adicionaron
400 uL de Bufer de lisis celular (BLC). Se realizé raspado celular y el volumen obtenido fue envasado en un
eppendorf de 2ml donde se mantuvo en agitacion constante a 4°C por 30 minutos. Posteriormente, se realizé
centrifugacion a 14.000 g por 20 minutos a 4°C. El pellet #1 corresponde a restos celulares, y el sobrenadante
#1, corresponde a las proteinas totales.

Las células fueron recolectadas por raspado celular en tubos eppendorf de 2 ml, y
mantenidas en agitacion constante en agitador orbital por 30 minutos. Trascurrido
este tiempo, se centrifugaron en ultracentrifuga refrigerada (4°C) a 14.000 g por 20
minutos. El sobrenadante, el cual contiene las proteinas totales, fue almacenado a
-70°C. La concentracion de proteinas totales se determind mediante el método de
BCA siguiendo las instrucciones del fabricante usando una solucién de
concentracion conocida de BSA como patron de referencia.

1.5.3.3.2 Fraccionamiento electroforético de proteinas y Western blot para
determinacién de Erkl y P-Erk1/2:

El fraccionamiento electroforético de proteinas y western blot se realiza segun lo
descrito en el item 1.5.2.6.2, con las siguientes variaciones: se utilizaron 20 ug de
proteina por linea en un gel de 14% de policrilamida Tabla I-9.

Tabla I-9 Gel de corrida al 14%

Reactivos Cantidad dos (2)
geles al 14% (pL)
H,O Tipo | 2800
Bis/acriladamida 30% 4800
Tris HCI 1,5 M pH 8,8 2600
SDS 10% 100
APS 10% 50
TEMED 20
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El procedimiento de Western blot se realiz6 de la forma descrita en el item 1.5.2.5.2
de la metodologia del objetivo 2, con las siguientes variaciones en los anticuerpos
primarios utilizados: Erk1 anticuerpo policlonal IgG de conejo (Ref. sc-94, Santa
Cruz Biotechnology, 1:2000), p-Erk1/2 (Thr 177) anticuerpo policlonal IgG de conejo
(Ref. sc-16981-R, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000), Actina (I-19) anticuerpo
policlonal 1IgG de cabra (Ref. sc-1616, Santa Cruz Biotechnology, 1:500). Los
anticuerpos secundarios de raton y cabra se utilizaron a una dilucion de 1:20.000
debido a que el sustrato utilizado fue SuperSignal™ West Dura Extenden Substrate
(Ref. 34075, Thermo Fisher Scientific).

1.5.3.4 Bioenergética mitocondrial:

La determinacién de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y la acidificacion
extracelular (ECAR) se realizé con el analizador de flujo extracelular XF24
(Seahorse Bioscience, Billerica, MA) Figura |- 27.

El instrumento mide en tiempo real el consumo de oxigeno, asi como la extrusion
de protones. Durante el ensayo, los niveles de analitos se miden hasta que la
concentracion de oxigeno desciende a 30 mmHg y el pH declina a 0.4 unidades de
pH. Las medidas se realizaron en placas de 24 pocillos estériles especiales Figura
I- 27B, utilizando un cartucho calibrador que permite el paso de dos biosensores
fluorescentes (O2 y pH) asi como, suministra cuatro puertos diferentes por pocillo,
utiles para permitir la inyeccion secuencial de diferentes compuestos Figura |- 27C.

Los biosensores del equipo se calibraron antes de cada experimento con el fin de
asegurar una ganancia unica del sensor basada en la sefial proporcionada por la
medida de la calibracion con una solucion de referencia con valores de oxigeno y
pH conocido Figura I- 27A. Se utilizé el XF Cell Mito Stress Test Kit para evaluar la
respiracion mitocondrial, dado que permite la evaluacion de 6 parametros claves:
respiracion basal, maxima capacidad respiratoria, capacidad de reserva
respiratoria, fuga de electrones, produccion de ATP, y respiracidon no mitocondrial,
por medio del uso de inhibidores especificos tales como, oligomicina A, carbonilo
cianuro 4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP), antimicina A y rotenona.

En la Figura I- 28, se pueden observar los parametros a evaluar de acuerdo con el
tipo de compuesto utilizado. La inyeccion de oligomicina genera una disminucion
del consumo de oxigeno, el cual es debido a la inhibicion que el compuesto realiza
sobre el complejo V de la CTE (ATP sintasa), lo que permite evaluar la respiracion
mitocondrial que esta asociada con la produccion de ATP.
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Sensor

Figura I- 27 Esquema en 3D del funcionamiento del XFe24 Seahorse Bioscience.

La figura proporciona una vision esquematizada en 3D, del funcionamiento del XF®24 Seahorse Bioscience.
A) Cartucho calibrador: el cual esta compuesto la parte superior que contiene los puertos y los sensores, y una
placa inferior que se utiliza para hidratar los sensores. B) Placa de 24 pocillos, cuya area de cultivo real es de
0.5 cm? (al igual que una placa de 96 pozos convencional). C) Imagen ampliada del cartucho calibrador el cual
censa los cambios de consumo de oxigeno y acidificacion extracelular generados por la linea celular que ha
sido expuesta a las diferentes inyecciones de los puertos.

Basado en: XFe24 Seahorse Bioscience, part of Agilent Technology.

Posteriormente la inyeccion con el FCCP desacopla el consumo de oxigeno de la
produccion de ATP, debido a la formaciéon de un poro de translocacion de los
protones (protonéforo) del espacio intermembranal, generando la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial. Como resultado, se pierde la inhibicién del
flujo de electrones a través de la CTE, y el oxigeno es consumido en su maxima
capacidad por el complejo IV. EI OCR estimulado por el FCCP puede ser usado para
calcular la capacidad de reserva respiratoria, definida como la diferencia entre la
maxima respiracion y la respiracion basal. Esta capacidad de reserva es la medida
de la habilidad de la célula para responder a incrementos en la demanda energética.
La tercera inyeccion es una mezcla de rotenona, un inhibidor del complejo I, y
antimicina, un inhibidor del complejo Ill. Con esta ultima inyeccidén se bloquea la
respiracion mitocondrial y permite el calculo de la respiracion no mitocondrial que
es liderada por procesos externos a la mitocondria.

Se utilizé el XF Cell Glycolysis Stress Test Kit, para evaluar la funcion glicolitica en
las células, por la medicion directa del ECAR. Este kit provee un método estandar
para evaluar parametros claves en el flujo glicolitico tales como: glicélisis, capacidad
glicolitica, reserva glicolitica, asi como, acidificacion no glicolitica. En la Figura I- 29,
se pueden observar los parametros a evaluar de acuerdo con el tipo de compuesto
utilizado.
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En el ensayo, las células son acondicionadas a un medio sin piruvato ni glucosa,
luego las células son expuestas con la primera inyeccion, a concentraciones
saturadas de glucosa. Las células catabolizan esta glucosa a través de la via
glicolitica a piruvato, produciendo ATP, NADH, agua y protones. La extrusion de
protones al medio causa un rapido incremento de la ECAR. Esta respuesta inducida
por la glucosa se reporta como la tasa de glicdlisis bajo condiciones basales. La
segunda inyeccion es oligomicina, la cual, es un inhibidor de la ATP sintasa. La
oligomicina inhibe la produccion de ATP mitocondrial, y cambia la principal fuente
de energia a la glicdlisis, con el subsecuente incremento en el ECAR, revelando la
maxima capacidad glicolitica celular. La inyeccion final contiene 2DG (2-deoxi-
glucosa), un analogo de la glucosa, que inhibe la glicdlisis a través de la unién
competitiva a la glucosa-hexokinasa, primera enzima en la via glicolitica. La
disminucion significativa del ECAR confirma que el ECAR producido durante el
experimento es dado a la glicdlisis. La diferencia entre la capacidad glicolitica y la
tasa de glicdlisis se define como la reserva glicolitica. EI ECAR previo a la inyeccién
de glucosa, se referencia como el resultado de la acidificacién no glicolitica,
causado por procesos celulares diferentes a la glicdlisis.

Oligomicina FCCP Rotenonay
360- Antimicina A
320+ -
280+ Capacidad de

reserva

[pmol/min]

Respiracion no mitocondrial

Tasa de consumo de oxigeno (OCR)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tiempo (minutos)

Figura I- 28 Parametros de la funcion mitocondrial evaluados por medio del ensayo XF Cell Mito Stress

Test Kit (Seahorse Bioscience).
Se observa en la figura un ejemplo ilustrativo del perfil de consumo de oxigeno de una linea celular tras la
inyeccion de tres puertos (flechas verticales): Oligomicina A, FCCP y Rotenona+Antimicina A.

Fuente: Tomado y adaptado de Divakaruni AS, Paradyse A, Ferrick DA, Murphy AN, Jastroch M. Analysis and

interpretation of microplate-based oxygen consumption and pH data. Methods Enzymol. 2014;547:309-54.
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Para la evaluacion de las principales fuentes de carbono, se utilizé el XF Mito Fuel
Flex Test Kit Figura |- 30. La mayor cantidad de energia producida por las células
es derivada a partir de tres combustibles o fuentes de carbono: glucosa, glutamina
y acidos grasos. La dependencia y flexibilidad para usar cada una de estas fuentes
de carbono, se puede evaluar al medir la disminucién en la oxidacion de cada
fuente, lo que se determina por la disminucién en la tasa de consumo de oxigeno
bajo la adicion de uno o mas inhibidores Figura |- 30A.

Como podemos observar en la Figura |- 30A, el kit se compone de tres inhibidores:
UK5099, BPTES y Etomoxir. EI UK5099 es un inhibidor de la via de oxidacion de la
glucosa, dado que bloquea el transportador del piruvato a la mitocondria. EI BPTES,
es un inhibidor de la oxidacion de la glutamina, dado que actua como inhibidor
alostérico de la glutaminasa 1, impidiendo que la glutamina se convierta en
glutamato, el cual a su vez es convertido a alfa-keto-glutarato, y de esta forma pueda
ingresar al ciclo de acido tricarboxilico. EI Etomoxir, es un inhibidor de la via de
oxidacion de los acidos grasos de larga cadena, dado que inhibe la palmitoil-
carnitina transferasa 1A, la cual es clave para la translocacion de los acidos grasos
de larga cadena desde el citosol a la mitocondria para la beta-oxidacion.
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©
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Figura I- 29 Parametros de la glicdlisis evaluados por medio del ensayo XF Cell Glycolysis Stress Test
Kit (Seahorse Bioscience).

Se observa en la figura un ejemplo ilustrativo del perfil de acidificacion extracelular de una linea celular tras la
inyeccion de tres puertos (flechas verticales): Glucosa, Oligomicina A 'y 2DG.

Fuente: Tomado y adaptado de Divakaruni AS, Paradyse A, Ferrick DA, Murphy AN, Jastroch M. Analysis and
interpretation of microplate-based oxygen consumption and pH data. Methods Enzymol. 2014;547:309-54.
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Este kit permite evaluar tres parametros claves: dependencia, capacidad y
flexibilidad. Inicialmente al inhibir una sola via, se puede evaluar que tan
dependiente, es la célula para mantener la OCR de la fuente de carbono inhibida
Figura I- 30 XF Mito Fuel Flex Test Kit XF.B. La dependencia nos puede indicar que
las células son incapaces de cubrir la demanda energética con el uso de las otras
vias no inhibidas. Para evaluar la capacidad de una via (A), se inhiben dos de las
tres vias (B y C), y se determina que capacidad tiene la via no inhibida para soportar
toda la demanda energética, es decir, el mantenimiento del OCR Figura I- 30C. La
flexibilidad por otra parte es la diferencia entre la capacidad y la dependencia, que
se traduce en la habilidad de las células de aumentar la oxidacién de una fuente de
carbono, en orden de compensar la inhibicion de las vias alternativas, y se calcula
a partir de los valores obtenidos de la capacidad y la dependencia Figura |- 30D.

Las lineas celulares de MDA-MB-231 y MDA-MB-468 se sembraron a una densidad
de 50.000 células por pozo en placa especial (seahorse bioscience) de 24 pocillos
con una superficie total de cultivo correspondiente a placas de cultivo de 96 pozos
(0.5 cm?). La linea celular MCF7 se sembré a una densidad celular de 30.000
células por pozo. Para asegurar la correcta distribucion de las células y el
tratamiento con Mito-SG1 se realiz6 un protocolo especial de plaqueo en dos pasos
como se describe en la Figura |- 31. El volumen de siembra para todas las lineas
celulares fue de 100 pl, y el volumen final del pocillo fue de 250 pl.
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Figura I- 30 XF Mito Fuel Flex Test Kit XF.

El kit Mito Fuel permite la evaluacion de las tres principales fuentes de carbono para la respiracién celular,
glucosa, glutamina y acidos grasos. A) Se puede observar el principio del kit, el cual se basa en el uso de
inhibidores especificos para las tres principales fuentes de carbono del ciclo de &cido tricarboxilico (ATC), y
por ende, de la respiracion celular. En la via de la glucosa, la glucosa es convertida en piruvato por medio de
la glicdlisis. El piruvato es transportado del citosol a la mitocondria por un transportador mitocondrial de
piruvato (TMP), en donde es convertido a Acetil-CoA. Una menor proporciéon del piruvato es convertido a
lactato, responsable de la tasa de acidificacion extracelular. EI UK5099, es un inhibidor del TPM, impidiendo
de esta forma que la glucosa sea completamente oxidada. En la via de acidos grasos de larga cadena, la
beta-oxidacion de los mismos es inhibida al impedir la traslocacién del citosol a la mitocondrial, con el uso del
Etomoxir, el cual es un inhibidor de la palmitoil-carnitina-translocasa. De esta forma el palmitato no puede ser
oxidado disminuyendo la contribucion de la CoA al ATC. En la via de la glutamina, el uso del inhibidor
alostérico de la glutaminasa, el BPTES, impide la conversion de la glutamina a glutamato, lo cual bloquea la
contribucion de alfa-keto-glutarato (aKG) al ATC. B) La dependencia es determinada por la inyeccion del
inhibidor de la via a evaluar (A), seguido posteriormente, previo la estabilizacion del OCR, de la inyeccién de
los inhibidores B y C (de las vias no evaluadas). La disminucion del OCR, debida a la inhibicién de la via, y
determinada al calcular la linea base del OCR, y el OCR obtenido al utilizar todos los inhibidores, se expresa
en porcentaje del OCR que depende de la via evaluada. C) La capacidad es determinada, como el porcentaje
de OCR que se mantiene cuando la via a evaluar es la Unica que no se ha inhibido. Por ende, para su
determinacion, en la primera inyeccion se utilizan los inhibidores B y C, y en la segunda inyeccion el inhibidor
de la via a la que se desea evaluar la capacidad. D) La flexibilidad es calculada a partir de los valores
obtenidos de dependencia y capacidad. Se puede observar en la figura un ejemplo del calculo de flexibilidad.

Fuente: Tomado y basado en Seahorse XF Mito Fuel Flex Test Kit User Guide. Seahorse Bioscience a part
of Agilent Technologies.
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Las lineas celulares se
incubaron durante 24 horas a
37°C y 5% COz2. EIl dia del
experimento el medio se

sustituyd6 por el volumen
apropiado de medio de
ensayo sin tamponar. Las
células se dejaron en

incubacion a 37°C sin CO:2
durante un tiempo no inferior a
1 hora con objeto de que,
tanto la temperatura como el
pH, alcanzasen el equilibrio.
Los datos de consumo de
oxigeno se expresaron como

100 pl Células 150 pl Medio
2-4 horasa 37°C
ﬁ
Incubador CO,

Figura I- 31 Protocolo de siembra.

Para asegurar la 6ptima distribucién de las células se realiza un
protocolo de siembra en dos pasos. En primer lugar, se plaquea la
suspension celular en un volumen de 100 pl, los cuales deben ser
dispensados en una esquina del pozo. Se procede a incubar a 37°C
y 5% COz2 de 2 a 4 horas, dependiendo del tipo de linea celular. La
incubacion permite la correcta adhesion de las células a la placa.
Finalmente se afaden 150 pl de medio de cultivo con la
concentracion adecuada del compuesto a analizar que permita
obtener un volumen de 250 pl, donde la concentracién final del

picomoles de oxigeno
consumido por minuto y la
acidificacion extracelular en unidades de mili-pH por minuto. Los experimentos
fueron normalizados por medio de la cuantificacion de proteinas. Las células fueron
lisadas con 20 ul de bufer de lisis (Tris 10 mM, 0.1% de Triton X100 en H20 tipo I) y
las proteinas fueron cuantificadas por el método Bradford y una curva de referencia
con concentraciones conocidas de BSA.

compuesto sea la que se desea evaluar.

1.5.4 Desarrollo Objetivo 4

Valorar los efectos sinérgicos o aditivos, de Mito-SG1 con doxorrubicina y
2DG en lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468).

Se evalud con este objetivo la potencialidad de efectos sinérgicos entre Mito-SG1 y
el compuesto actualmente utilizado para el tratamiento de cancer de seno,
doxorrubicina. Las terapias actuales no son selectivas, dado que afectan de igual
manera a células tumorales como células normales, por ende, era importante
evaluar si al utilizar los mito-compuestos, se lograba un efecto similar a la terapia
actualmente utilizada, pero con una menor concentracion de los compuestos no
selectivos, minimizando de esta forma, los efectos adversos de la terapia
convencional. Adicionalmente debido a la preferencia glicolitica de TNBC, se
evaluan los efectos de Mito-SG1 con 2-DG, un potente inhibidor de la glicolisis.

Para el cumplimiento de este objetivo, se realiz6 cultivo celular segun lo expuesto
en el objetivo 1, y por medio de la técnica de MTT se evaluaron las dosis ICso de
doxorubicina y 2DG. La sinergia de los mito-compuestos fue evaluada tratando las
células cancerosas con concentraciones equimolares de doxorrubicina. Para el
caso de 2-DG, debido a que las concentraciones efectivas son muy altas, no se
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trabaja con concentraciones equimolares, por lo que se evalua la capacidad de
potenciar el efecto de 2-DG con diferentes concentraciones de Mito-SG1. Después
del tratamiento, la viabilidad celular fue medida por el ensayo MTT y se calcul6 las
curva de dosis respuesta y la sinergia usando el software Calcusyn (Dose-Effect
Analyzer for Single and Multiple Drugs, Biosoft) (156, 157), siguiendo el método de
Chou-Talalay (158).

En resumen, el método de Chou-Talalay para la evaluacién de combinacién de
drogas, esta basado en la ecuacion de efecto-medio derivada del principio de ley
de accién de masas. Este principio es considerado como una teoria unificada, que
provee un link comun entre una entidad singular y multiples entidades. Esta
ecuaciéon general incorpora las ecuaciones de area de bioquimica y biofisica de
Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch y Scatchard. El indice de
combinacion resultante (Cl, por sus siglas en inglés Combination Index) del teorema
de Chou-Talalay ofrece una definicion cuantitativa para efecto aditivo (Cl=1),
sinergismo (Cl<1) y antagonismo (CI>1) en combinaciones de drogas. El método
del indice de combinacion se puede resumir en la ecuacion (1.3).

(D)1 (D)2
cr=2s O |
(Dx)1 + (Dx)> (13)

Donde (D)1 y (D)2 corresponden a las concentraciones de droga 1 y droga 2,
respectivamente, usados en combinacidn para obtener un x% de efecto de la droga
sobre un sistema, (Dx)1 y (Dx)2 corresponden a las concentraciones de las drogas
individuales para obtener el mismo efecto. Si la suma de estas dos fracciones es
igual a 1, indica un efecto aditivo. Si el valor de Cl es menor que 1, indica que el
efecto es sinérgico, y si el valor de Cl es mayor que 1, indica un efecto antagonico.
De acuerdo al rango de ClI, el efecto sinérgico por ejemplo, se puede definir como:
leve (Cl: 0.85-0.90), moderado (0.7-0.85), sinergismo (Cl: 0.3-0.7), fuerte (CI:0.1-
0.3), muy fuerte (Cl<0.1) (158).

1.5.5 Analisis de los datos

Los andlisis estadisticos se realizaran utilizando GraphPad prism 5 y Microsoft Excel
2016. Todos los datos seran presentados como la media * error estandar de la
media (ESM). La comparacion de grupos fue analizada utilizando la prueba t de
Student. Se determiné un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo.

1.5.6 Consideraciones éticas
Esta investigacion no incluyé estudios en humanos ni animales por lo que su

desarrollo no implico ningun tipo de riesgo y por ende no le aplicaron las
consideraciones de la Resoluciéon 8430 de 1993. En el estudio no se hicieron
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modificaciones genéticas, ni se infectaron las células con material de riesgo
bioldgico, ni se generaron riesgos de tipo bioldgico. Las células fueron compradas
a proveedores autorizados. El proyecto es clasificado como de bajo riesgo.

Para la realizacion de este proyecto se obtuvo aprobacion del comité de ética de la
Universidad del Valle.
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CAPITULO I
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RESULTADOS



2.1 OBJETIVO ESPECIFICO 1

Evaluar los efectos citotoxicos y selectividad de los agentes Mito-SG1 y Mito-
Met en las lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC
(MCF7 y T47D) asi como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A).

Para el desarrollo del primer objetivo fue necesario determinar en primera instancia
la citotoxicidad de los compuestos en las lineas celulares no-TNBC y TNBC, por
medio de la técnica de MTT. Los resultados permitirian elegir cual de los dos
compuestos tenia un mayor potencial como tratamiento para el cancer de seno y
enfocar la investigacion y los recursos de la manera mas eficiente. Los efectos
citotéxicos fueron evaluados por la capacidad que tenian los compuestos para
generar muerte celular, inhibir la proliferacion y el crecimiento celular, la habilidad
de formacion de colonias y la migracién celular.

Los mitocompuestos fueron sintetizados y caracterizados por los doctores Micael J.
Hardy y Olivier Ouari del laboratorio SREP de la Universités Aix-Marseille, Francia.

En la Figura II- 1 se observa la estructura quimica de los mitocompuestos
evaluados, Mito-Met y Mito-SG1 (izquierda de la figura), y sus correspondientes
compuestos parentales metformina y SG1 (derecha de la figura).

2.1.1 El compuesto Mito-SG1 es mas citotéxico que Mito-Met en no-TNBC y
TNBC.

Mitometformina Metformina

C3pHaBrNsP C4HiiNs
Peso molecular: 582.6 Peso molecular: 129.2
— NH NH
H H
H:N N N /
A\

= \”/ BN Y N NH,
Br ] H
NH NH 78R\
MitoSG1 N sG1
CazHgaBrN; OGP, Cy3HzgNO,P-
Peso molecular: 834.8 Peso molecular: 294.4
H
o} N Pt
€t0),0) P~ N Y €o)0) P~ N
| Br |
o* o} o*
Figura II- 1 Estructura quimica de Mito-Met y Mito-SG1, con sus correspondientes compuestos

parentales metforminay SG1.
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A pesar de los buenos resultados publicados de Mito-Met en cancer de pancreas
(147) en donde se observé que la Mito-Met era 1000 veces mas potente que la
metformina para lograr la inhibicion de la proliferacion celular de células MiaPaCa-
2, no se obtuvieron los mismos resultados de Mito-Met en las lineas celulares no-
TNBC (MCF7 y T47D) como en las TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) utilizando
el ensayo MTT. Las lineas celulares fueron cultivadas por 24 horas en una
atmésfera de 5% de CO2 a 37°C, posteriormente el medio de cultivo fue
reemplazado por Mito-Met, Mito-SG1 y sus compuestos parentales metformina y
SG1 respectivamente y TPP, en concentraciones de 0.03 a 30 yM en medio de
cultivo. Dado que las soluciones stock de Mito-Met y Mito-SG1 fueron preparadas
en DMSO, se verifico que la maxima concentracion utilizada en los tratamientos
presentara una concentracién menor al 0.1% de DMSO con el objetivo de no afectar
la viabilidad celular por el vehiculo. Pasadas 24 y 48 horas de tratamiento, el medio
fue reemplazado con tetrazolio disuelto en medio de cultivo a una concentracion de
0.5 mg.mlI"' e incubadas por 1 hora a 37°C. Los cristales de formazan fueron
disueltos en DMSO por 20 minutos en agitacién constante y se procedié a medir la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. Como podemos observar en la
Figura II- 2, se encontro que Mito-SG1, mas no Mito-Met en concentraciones
micromolares, presenta un efecto dosis-dependiente sobre la viabilidad celular a las
48 horas de tratamiento.

Las lineas celulares de MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (Figura II- 2A),
correspondientes a TNBC, asi como T47D correspondiente a no-TNBC, requieren
una mayor concentracién de Mito-Met para lograr una afectacion en la viabilidad
celular en comparacion con las lineas celulares MCF7 correspondientes a no-TNBC
(Figura II- 2B). El menor ICso de Mito-Met obtenido fue en la linea celular MCF7 con
un valor de 114.6 uM, a diferencia con los resultados reportados en cancer de
pancreas donde se obtiene un ICso de 1.1 uM en la linea celular MiaPaCa2 (147).

En el caso del compuesto Mito-SG1, se observé que tanto en lineas celulares de
TNBC Figura II- 2C, como en no-TNBC Figura Il- 2D, a concentraciones menores a
3 UM, se obtiene una disminucion dosis dependiente de la viabilidad celular con 48
horas de tratamiento. Con el fin de determinar si el efecto obtenido se debia a las
propiedades del mito-compuesto y no a efectos individuales de lo los compuestos
parentales, se procedié a evaluar el efecto sobre la viabilidad celular de los
compuestos metformina, SG1 y del cation de TPP por el ensayo de MTT. Como
podemos observar Figura II- 3, los efectos de los mito-compuestos no se deben a
efectos individuales de los compuestos parentales, sino a la interaccion especifica
del cation de TPP, con el alquilo de 10 carbonos y el nitréxido SG1.
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Figura lI- 2 Efecto de Mito-Met y Mito-SG1 sobre la viabilidad celular en cancer de seno.

Porcentajes de la viabilidad celular a las 48 horas de tratamiento con Mito-Met y Mito-SG1 evaluados por el
ensayo de MTT en las lineas celulares no-TNBC (MCF7 y T47D) y TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468). A)
Mito-Met en TNBC, B) Mito-Met en no-TNBC, C) MitoSG1 en TNBC y D) Mito-SG1 en no-TNBC. Los datos
son presentados como la media +/- ESM, n=6.

De acuerdo con las concentraciones de ICso obtenidas, se elige el mitocompuesto
Mito-SG1 por su alta citotoxicidad a dosis micromolares (IC50=1.46 a 3.11 uM) en
comparacion con Mito-Met (ICs50=114.6 a 2x10” uM), para continuar el presente
proyecto dado que presenta una mayor posibilidad de efectividad a una menor dosis
de tratamiento.

Dado que el ensayo de MTT no permite establecer si la disminucion de la viabilidad
celular es debida a muerte celular y/o por inhibicion de la proliferacién celular, se
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procedié a realizar el ensayo de Sytox green® y el ensayo de inhibicion de la
proliferacion celular a 72 horas.
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Figura lI- 3 Evaluacién de los compuestos parentales sobre la viabilidad celular en cancer de seno.
Porcentajes de la viabilidad celular a las 48 horas de tratamiento con los compuestos parentales metformina,
SG1y TPP evaluados por el ensayo de MTT en las lineas celulares no-TNBC (MCF7 y T47D), y TNBC (MDA-
MB-231 y MDA-MB-468). Los datos son presentados como la media +/- ESM, n=6. **, p<0.01 y #, p<0.001.

2.1.2 Mito-SG1 genera selectivamente muerte celular en las lineas celulares
no-TNBC y TNBC.

Sytox green® es una cianina que no es permeable a células viables. En células con
compromiso de la membrana celular, caracteristica de las células muertas, Sytox
green® ingresa a la célula y debido a su alta afinidad por el ADN, se intercala y
emite una fluorescencia con un espectro de emision y excitacién de 523/504 nm
respectivamente. El ensayo se realizd en las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-
MB468, MCF7, asi como en la linea celular no transformada MCF10A.

Como se puede observar en la Figura Il- 4A, en las diferentes lineas celulares
evaluadas sélo el compuesto Mito-SG1 a una concentracion de 3 uM genera muerte
celular, excepto en la linea sana MCF10A. Los compuestos parentales a la misma
concentracion utilizada con Mito-SG1, no generan muerte celular. En la Figura IlI-
4B, se cuantifica la fluorescencia para determinar la dosis-respuesta evaluada con
SYTOX Green® al tratamiento con Mito-SG1 por 48 horas. Se observa que en
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MCF7 a partir de 3 uM existe diferencia significativa con relacién al control. MDA-
MB-468 debido a que presentd un ICso menor con relacion a MCF7 y MDA-MB-231,
presenta muerte celular desde una concentracion menor. Se puede resaltar que las
lineas celulares TNBC presentaron una mayor muerte celular que MCF7 a la
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concentracion de 3 uM. Los anteriores resultados nos indican que Mito-SG1, mas
no sus compuestos parentales SG1 y TPP, inducen muerte celular en las lineas
celulares no-TNBC y TNBC evaluadas, mas no en la linea celular no transformada
MCF10A.
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Se procedio a evaluar en la linea celular MDA-MB-231 como era el comportamiento
cinético de la muerte celular en las primeras horas de tratamiento, por medio de la
cuantificacion periddica de la muerte celular usando SYTOX Green®y un lector de
placas.

Este experimento fue estandarizado basados en la publicacion de Grootjans (159),
donde, dada las caracteristicas de SYTOX Green®, se realiza un pre-tramiento con
el fluorocromo, y a medida que el tratamiento con el compuesto genera muerte
celular, la fluorescencia del compuesto va aumentando. Este experimento nos
permite identificar que, a las dos horas de inicio del tratamiento, el compuesto
ingresa a la célula y genera lesion de la membrana citoplasmatica permitiendo el
ingreso del fluorocromo y por ende el aumento de la fluorescencia.

2.1.3 Mito-SG1 inhibe la proliferacién, el crecimiento celular y la migraciéon en
TNBC y no-TNBC

Los efectos antiproliferativos de Mito-SG1 fueron evaluados mediante la
observacion manual del numero de divisiones de las lineas celulares utilizando la
coloracién con azul de tripan. El azul de tripan, es un coloide azoico que se introduce
en el interior de las células que presentan roturas en la membrana de forma que
aquellas que adquieren un color azul son consideradas células no viables. El
crecimiento celular fue determinado por el ensayo de formacion de colonias, el cual
se basa en la habilidad de una célula para crecer y formar una colonia. La colonia
es definida como un grupo formado por 50 células o mas. Este ensayo es el método
de eleccion para determinar la muerte por inhibicion de la reproducciéon celular
después de un tratamiento determinado.

Las lineas celulares MCF7 (en representacion de las lineas celulares no TNBC) y
MDA-MB-231 (en representacion de las lineas celulares TNBC) fueron observadas
alas 24, 48 y 72 horas de tratamiento con Mito-SG1 y su compuesto parental SG1
a diferentes concentraciones, para determinar el efecto sobre la proliferacion celular
y determinar la concentracion ideal que genera inhibicion de la proliferacion celular.
En la Figura lI- 5 se graficaron las tres mas bajas concentraciones de Mito-SG1 que
lograron significativamente una reduccién de la proliferacion celular, tanto en la linea
celular MCF7 (no TNBC), como en MDA-MB-231 (TNBC). Se observa que a 2 uM
del compuesto, se logra una fuerte inhibicidn del crecimiento desde las primeras 24
horas evaluadas, logrando evitar el aumento del numero de células que fueron
sembradas, hasta las 72 horas de evaluacidén. El compuesto parental SG1, en
concentraciones equimolares a las trabajadas con Mito-SG1, no genera afectacion
en la proliferacion celular de las lineas celulares evaluadas Figura Il- 5.

El ensayo de proliferacion celular tiene la desventaja de que no permite evaluar la

capacidad de las células de dividirse, dado que solo identifica la célula viva de la
muerta, por la conservacion de la integridad de la membrana, y, por ende, no
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inclusion del colorante. Adicionalmente algunos compuestos tienen efecto tardio en
la proliferacion celular, por esta razén fue necesario realizar el ensayo de formacion
de colonias, dado que este ensayo permite evaluar la habilidad de una sola célula
de dividirse y formar una colonia en un tiempo mayor de seguimiento. El ensayo de
formacion de colonias ha sido reportado desde 1956 (160), siendo considerado el
método de eleccion para determinar la afectacion de la reproduccion celular
posterior a un tratamiento con radiaciones ionizantes, asi como, para determinar la
efectividad de agentes citotoxicos (151).
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Figura II- 5 Efectos del tratamiento con MitoSG1 y su compuesto parental SG1, sobre la proliferacion
celular.

La inhibicion de la proliferacion celular fue evaluada mediante la observacion manual del niUmero de divisiones
de las lineas celulares utilizando la coloracion con azul de tripan de las lineas celulares de A) MCF7 y B)
MDA-MD-231, después de 24, 48 y 72 horas de tratamiento con MitoSG1 (izquierda) y SG1 (derecha). Se
representa el promedio de tres experimentos independientes cada uno con n=3. La diferencia significativa fue
calculada aplicando el test de Student, comparando el conteo celular de cada concentracién contra el conteo
celular del control correspondiente en el mismo periodo de tiempo, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001.

Las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 fueron sembradas a una
densidad celular de 300 células en placa de 6 pozos, a las 24 horas se adicionaron
diferentes concentraciones de Mito-SG1 y SG1 que oscilaron entre 0.1 yMy 10 uM
diluidas en medio de cultivo. A las 24 horas del tratamiento las placas fueron lavadas
con PBS y se adicioné medio completo. Se realiz6 seguimiento visual de 1 a 3
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semanas, hasta poder detectar la aparicion de colonias. Las colonias se
consideraron como agrupaciones de mas de 50 células. Las células fueron fijadas
y coloreadas con cristal violeta al 0.5% diluido en glutaraldehido al 6%.

En la Figura II- 6 se observa que Mito-SG1, mas no el compuesto SG1 afecta la
habilidad de formacion de colonias tanto de las lineas celulares de TNBC, como las
células no-TNBC. Los ICso calculados a partir de la cuantificacién de la fraccion
superviviente, son correspondientes a los calculados por el ensayo de MTT. Las
lineas celulares TNBC presentan una ICso menor del compuesto Mito-SG1, en
comparacion con la linea celular no TNBC MCF7.

Por otra parte, podemos inferir que los efectos presentados en los ensayos
realizados son atribuibles especificamente al compuesto Mito-SG1 y no a sus
compuestos parentales. Lo que nos confirma que el efecto de Mito-SG1 no se debe
a su compuesto parental, sino a sus propiedades como mito-compuesto y por ende
a la acumulacion preferencial en la mitocondria.

Para la evaluacion de la migracion celular se utilizé el ensayo de cierre de herida,
mas conocido como “wound healing assay”. Este ensayo se basa en la observacion
del comportamiento de una monocapa confluente de células que previamente se le
ha realizado una brecha o “herida”. Las células en el borde de la brecha se moveran
hacia la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando asi la
herida. El ensayo de cierre de herida abierta, es de bajo costo, facil de realizar y es
considerado un método ampliamente aceptado para la medicion de la migracion
celular in vitro (161).

Para la realizacién del ensayo, fue necesario determinar el tiempo necesario para
el cierre de la herida por cada linea celular, y las concentraciones de Mito-SG1 que
lograran efectos significativos sobre la migracion. Se eligieron las lineas celulares
MDA-MB-231 y MCF7, para el ensayo, debido a que presentan una mayor velocidad
de migraciéon que la linea celular MDA-MB-468, siendo representativas de TNBC y
no-TNBC. Para el analisis de las imagenes accedimos al software libre TScratch
(CSElab, Zurich, Switzerland), el cual permite calcular el porcentaje del area abierta
de la imagen (tiempo 0), asi como, permite determinar el porcentaje de area de la
herida abierta en un tiempo determinado (lo que corresponde al porcentaje del area
abierta de la imagen, que no ha sido ocupada por células en un tiempo
determinado).

Como podemos observar en la Figura II- 7 Evaluacién de los efectos de Mito-SG1
sobre la migracion celular in vitro en MDA-MB-231 y MCF7.Figura Il- 7A, en la linea
celular de TNBC MDA-MB-231 Mito-SG1 a una concentracién de 1.5 uM inhibe
significativamente la migracion celular a las 16 horas de seguimiento. A tan solo 16
horas de seguimiento y a una concentracion inferior a la ICso0 (3.42 uM), se logra que
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Figura II- 6 Mito-SG1 inhibe la formacion de colonias en las lineas celulares TNBC y no-TNBC.

La inhibiciéon del crecimiento celular fue evaluada mediante el ensayo de formacién de colonias. Derecha:
imagenes representativas de cada linea celular evaluada. Izquierda, cuantificacién y calculo del ICso de Mito-
SG1 correspondiente a las imagenes a la derecha del panel. La densidad celular inicial fue de 300 células por
pozo para cultivo en placas de 6 pozos. Las células fueron incubadas a 37°C, a una concentracion de CO:2 del
5% por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacién se adicionaron diferentes concentraciones de MitoSG1y SG1
que oscilaron entre 0.1 uM y 10 yM diluidas en medio de cultivo. Pasadas 1 a 3 semanas de acuerdo con la
velocidad de la linea celular para formar colonias visibles, se procedi6 a fijar con glutaraldehido 6% v/v y a
colorear con cristal violeta al 0.5% p/v. Los pardmetros de adquisicion de las imagenes fueron: tiempo de
exposicion 1 sg, configuracion de ganancia 1, luz LED epi, color blanco, filtro 5. Cada ensayo se realizé con
n=3.

las células s6lo hayan cerrado un 32% de la herida realizada, mientras que el control
al mismo tiempo ya ha permitido la migracion de las células para cubrir el 61% de
la herida realizada al iniciar el experimento. A las 24 horas de incubacion, se logra
una inhibicion significativa de la migracion celular a menores concentraciones a las
observadas, presentando a la concentracion de 1 yM un porcentaje de herida
abierta del 56.39%, comparado con un 18% presentado por el control.
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En el caso de la linea celular MCF7 Figura lI- 7B, el seguimiento se realizé a las 30
horas de realizar la herida en la monocapa, y la concentracién de Mito-SG1
requerida para lograr una inhibicion de la migracion celular estadisticamente
significativa fue de 3 uM, muy cercana al ICso del compuesto (3.84 uM).
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Figura Il- 7 Evaluacién de los efectos de Mito-SG1 sobre la migracién celular in vitro en MDA-MB-231 y
MCF7.

Para la evaluacién de la migracién celular se utilizo el ensayo de cierre de herida, mas conocido como “wound
healing assay”. Las células fueron sembradas y cultivas hasta formar una monocapa, posteriormente se realizé
la herida con punta de pipeta de 200 L, se lavaron con PBS y se tomaron las fotos de tiempo 0. Se adicionaron
diferentes concentraciones de Mito-SG1 y dependiendo de la velocidad de migracion se hicieron las capturas
de imagenes respectivas. A) MDA-MB-231 Imagenes de contraste de fase (derecha) y cuantificacion
(Izquierda). B) MCF7 Imagenes de contraste de fase (derecha) y cuantificaciéon (Izquierda). Las fotos fueron
tomadas a un aumento de 10X, y se presentan imagenes representativas de cada uno de los ensayos
realizados. Escala de la barra= 200 yM. *, p<0.05, **, p<0.01 de cada una de las concentraciones evaluadas
comparadas con el control (0), con n=3. Las imagenes fueron analizadas con el software libre TScratch (CSElab,
Zurich, Switzerland).
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2.2 OBJETIVO ESPECIFICO 2

Determinar los efectos apoptéticos de Mito-SG1 en las lineas celulares de
TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7).

Uno de los retos en el desarrollo de terapias contra el cancer, es promover la muerte
de las células malignas sin causar dafio a las células sanas. Para no causar dafo
a las células sanas se busca el desarrollo de compuestos selectivos, pero también,
debe ser considerado el mecanismo de muerte que dichos compuestos activan para
lograr la citotoxicidad. En las terapias contra el cancer se busca promover la
apoptosis, una alta tasa de apoptosis retrasaria el crecimiento del tumor en tejidos
con altas tasas mitéticas (162). Las células tumorales pueden suprimir la apoptosis
por una serie de mecanismos moleculares y de esta manera adquirir resistencia a
los agentes apoptéticos, por ejemplo, mediante la expresion de proteinas anti-
apoptoticas tales como Bcl-2 o por la regulacion negativa o mutacién de proteinas
pro-apoptéticas tales como BAX. Es por esta razén, que el desarrollo de farmacos
dirigidos a la mitocondria que puedan inducir apoptosis en las células tumorales es
un verdadero reto.

Para determinar si el compuesto Mito-SG1 producia muerte celular promoviendo la
apoptosis, y si dicha apoptosis era generada desde la mitocondria, se evaluo en
primera instancia los cambios morfolégicos nucleares por medio de la tincién con
DAPI y observacién por microscopia de fluorescencia. Dado que la evaluacion de
apoptosis incluye no solo los cambios nucleares, sino también la afectacion de la
membrana plasmatica se determiné si Mito-SG1 producia la translocacion de la
fosfatidil-serina de la cara interna a la cara externa de la membrana por medio del
ensayo de anexina V por citometria de flujo. Entendiendo que muchos de los
cambios observados en las células pueden presentarse en apoptosis y necrosis, la
determinacién de la activacion de caspasas 3/7, es fundamental para diferenciar
entre esto dos mecanismos de muerte. Y, por ultimo, con el fin de definir si la
apoptosis es por la via intrinseca o extrinseca se procedioé a evaluar si Mito-SG1
generaba liberacion de citocromo C al citosol, por medio de la técnica de western
blot.

2.2.1 Evaluaciéon de los cambios morfolégicos del nucleo producidos por
Mito-SG1 en TNBC y no-TNBC

Las células sanas muestran una coloracion difusa del nucleo. En las células
lesionadas el tipo de morfologia celular observada depende tanto del tipo célula
como del compuesto a evaluar, pero generalmente confluye en tres tipos de
patrones de células apoptaticas: 1) Condensacion de la cromatina: marginacion de
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la cromatina sin condensacion nuclear; 2) Fragmentacion nuclear: lo que
corresponde a una marginaciéon de la cromatina con condensacién nuclear; y 3)
Condensacion nuclear: disminucion de tamafo del nucleo sin marginacion de la
cromatina.

Para determinar el porcentaje de células apoptoticas se procedié en primera
instancia a calcular con el software software NIS Elements AR Advanced Research)
3.2 (Nikon) la media de: area, circularidad, factor de forma (FF), intensidad media
de fluorescencia (IMF) y variacion de la intensidad de fluorescencia (VIMF) de las
células control. Para determinar los factores que se utilizarian para calcular el
numero de células con alteraciones morfolégicas indicativas de apoptosis se
procedié a realizar el mismo ensayo con diferentes concentraciones de
estausporina y determinar que valores eran indicativos de cada uno de los tipos de
cambios morfologicos Figura II- 8.

1) Se establece umbral de
deteccion en el Software Nis
element, se excluyen del analisis
las células que estan en contacto
con el borde de la imagen

2) Se exporta a excel data de
cada uno de los parametros
evaluados: area, circularidad,
factor de forma, intensidad
media de fluorescenciay
variacion de la intensidad de la
fluorescencia.

3) Mediante la formula de excel
MAYOR.O.IGUAL, cada
parametro de cada célula es
convertido a un cddigo binario,
donde los valores menores son
convertidos a 0, y los valores
iguales o mayores son
convertidos a 1, ver Tabla II-1

Vv

4) Se concatena cada celda del
cddigo binario para generar un
cddigo que clasifique cada
nucleo de acuerdo a la
combinacion de parametros
evaluados, ver Tabla Il-1

5) Se establecen los factores de
para codificacion de cada
parametro por linea celular,
basados en la media del control
y previo experimentos con
estausporina de cada parametro
evaluado, ver Tabla II-2

6) Se determinan los cddigos
que corresponden a normalidad,
condensacion de la cromatina,
fragmentacion nuclear y
condensacion nuclear,
ver Tabla II-3

N

7) Se cuantifican los nicleos que
corresponden a cambios
morfoldgicos compatibles con
apoptosis y se distribuyen en
porcentaje cada tipo de cambio.

Figura II- 8 Metodologia de andlisis aplicada a la cuantificacion de cambios morfolégicos nucleares.

Cada valor numérico obtenido por el software para los parametros a evaluar fue
convertido a un cddigo binario, tal como se puede apreciar en la Tabla Il- 1, lo que
permitié asignar un cdédigo a cada cambio morfolégico, partiendo de criterios
previamente reportados (163-165) Tabla II- 1.
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Tabla lI- 1 Ejemplo de codificacion por asignaciéon de cédigo binario.

Valores registrados por el Sotfware NIS Element

Area Circularidad FF IMF VIMF Area Circularidad  FF IMF VIMF Cadigo
526.05 0.85 0.88 145.38 14.26 0 1 1 1 0 1110
723.06 0.849 0.905 131.52 45.74 1 1 1 1 1 11111
7526 0.785 0.861 134 41.92 1 1 1 1 0 11110
784.79 0.807 0.879 121.2 41.45 1 1 1 0 0 11100
792.18 0.956 0.97 129.76 47.98 1 1 1 1 1 11111
793.66 0.817 0.881 128.66 46.46 1 1 1 0 1 11101

FF, Factor de forma. IMF, Intensidad media de fluorescencia. VIMF, Variacion de la intensidad media de
fluorescencia.

De esta forma, cada combinacién obtenida del codigo binario tenia como maximo 5
digitos y como minimo 1, que se obtenian de acuerdo con los factores asignados a
cada parametro segun Tabla Il- 2.

Tabla II- 2 Factores de codificacion por cada linea celular.

Linea celular Area Circularidad FF IMF VIMF
MDA-MB-231 05 0.6 0.6 1.35 1.5
MDA-MB-468 0.5 0.6 0.7 1.52 1.5
MCF7 0.5 0.6 0.6 1.35 1.4

Dependiendo del cambio morfolégico aplican ciertos criterios, en el caso de
condensacion de la cromatina, no debia haber una reduccion del area del nucleo
menor al 50% de la media de los nucleos del control cuantificados previamente, asi
todos los nucleos que tenia un area mayor a la media del control, tenian un cédigo
que empezaba en 10.000 y podian corresponder a nucleos normales o nucleos con
condensacion de la cromatina.

La condensacion de cromatina también se determinaba por cambios en la IMF o de
la VIMF, dada por zonas que adquieren una mayor coloraciéon de DAPI con o sin
cambios en la circularidad o factor de forma. En el caso de fragmentacion nuclear,
debia existir una reduccién del area mayor al 50% del control, con pérdida de la
circularidad y del factor de forma, con o sin, aumento de la IMF o VIMF. Para el caso
de la condensacion nuclear, se podia clasificar por el mantenimiento de la
circularidad y/o FF con pérdida del 50% del area del nucleo, con o sin aumento de
a IMF o VIMF Tabla II- 3.
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Tabla II- 3 Asignacion de coédigos por tipo de cambio
morfolégico nuclear

Condensaciéondela Fragmentacion condensacion

Normalidad cromatina nuclear nuclear
10000 10001 0 100
10100 10010 1 101
11000 10011 10 110
11100 10101 11 L
11101 10110 1000

10111 1011
11110 1100
11111 1101

1110

1111

Por ultimo, se cuantificaron el total de nucleos con cambios morfolégicos (minimo
200 nucleos para el control y 100 nucleos para cada una de las concentraciones
evaluadas), representando el total de células apoptdticas como el porcentaje de
nucleos con cambios morfolégicos del total de nucleos evaluados. Asi como, la
distribucion de los cambios detectados del total de las células clasificadas como
indicativas de apoptosis.

En la Figura IlI- 9 podemos observar que Mito-SG1 induce cambios morfolégicos
nucleares compatibles con apoptosis a las 48 horas de tratamiento, tanto en TNBC
como en no-TNBC. En el lado izquierdo de la figura encontramos imagenes
representativas de cada una de las concentraciones utilizadas, asi como al lado
derecho vemos la cuantificacion del porcentaje de células apoptdticas. Las lineas
celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-231 (TNBC), presentaron aumento
estadisticamente significativo de apoptosis a concentraciones de 1 uM y 1.5 uM
respectivamente. En MDA-MB-468 se observé un 26% y 40% de células apoptoéticas
a concentraciones de 1 uyM y 1.5 pM de Mito-SG1 respectivamente. La linea celular
MDA-MB-231 present6 un 39% y 48% de células apoptdticas a concentraciones de
1.5 yM y 2 uM de Mito-SG1 respectivamente. En el caso de la linea celular MCF7,
las concentraciones que reflejaron un aumento en la apoptosis fueron de 3 uMy 1.5
MM, con un porcentaje de nucleos afectados del 30% y 55% respectivamente.

Al clasificar los tipos de cambios morfoldégicos predominantes se observd la
condensacion de la cromatina en todas las lineas celulares evaluadas, sin embargo,
se observd solamente en MDA-MB-468 que al aumentar la concentraciéon de Mito-
SG1 el cambio morfolégico predominante paso de condensacion de la cromatina a
condensacion nuclear. Por ende, se puede concluir que los cambios morfoldgicos
dependen de las lineas celulares, de los compuestos y concentraciones evaluados,
y del tiempo elegido para seguimiento.
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Figura II- 9 Mito-SG1 genera alteraciones en la morfologia nuclear de TNBC y no —-TNBC compatibles
con apoptosis.

Para la evaluacion de las alteraciones de la morfologia nuclear las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de Mito-SG1 de acuerdo a la concentracién del ICso presentado. Las fotos fueron tomadas a
un aumento de 40X, tiempo de exposicion de 8 segundos y una ganancia de 1.20X. Se presentan imagenes
representativas de cada uno de las concentraciones y lineas celulares evaluadas (Izquierda de la figura). A)
MDA-MB-468, B) MDA-MB-231 y C) MCF-7. Escala de la barra= 100 uM. Las imagenes fueron analizadas con
el software NIS Elements AR Advanced Research) 3.2 (Nikon) para calcular el area, la circularidad, el factor de
forma, la intensidad media de fluorescencia y la variacion de la intensidad de fluorescencia, los parametros
obtenidos fueron clasificados en excel para determinar el porcentaje de apoptosis y tipo de cambio morfolégico
(Derecha de la figura) y la significancia fue calculada en GraphPad Prism 5 por medio de Test de Student. **,
p<0.01, ***, p<0.001, de cada una de las concentraciones evaluadas comparadas con el control (0), donde el
control n23.

2.2.2 Mito-SG1 induce traslocacion de fosfatidil serina en TNBC

La apoptosis es un proceso cuidadosamente regulado de muerte celular que ocurre
como parte normal del desarrollo y que se encuentra de-regulado en las células
cancerosas para permitir su supervivencia y aumento de poblacion. La apoptosis se
distingue de la necrosis, o de la muerte accidental, por las caracteristicas
morfolégicas y cambios bioquimicos. En células normales la fostatidilserina (FS), se
encuentra localizada en la superficie citoplasmatica de la membrana celular. Sin
embargo, en las células apoptdticas, la FS es traslocada desde la cara interna de la
membrana plasmatica, hacia la cara externa, exponiendo asi la FS al ambiente
externo celular. En la apoptosis de leucocitos, la FS de la superficie externa celular
es usada como marcador celular, por el cual los macrofagos reconocen a los
leucocitos apoptoticos y de esta forma son fagocitados. El anticoagulante, anexina
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V, es una proteina de union a fosfolipidos, dependiente de calcio, y presenta una
gran afinidad por la FS. Por esta razén, es ampliamente utilizada para diferenciar
apoptosis temprana de necrosis.

Para evaluar la traslocacion de FS, se utilizé6 un doble marcaje con anexina V y
colorantes vitales para poder diferenciar las poblaciones de células viables, en
apoptosis temprana, apoptosis tardia/necrosis, necrosis. Sin embargo, la apoptosis
tardia no es diferenciable de la necrosis con traslocacion de FS, por ende, es
indispensable experimentos adicionales para confirmar la contribucion de una real
apoptosis en esta poblacion.

En la linea celular MCF7 Figura Il- 10, encontramos a las 24 horas de tratamiento
con Mito-SG1, una disminucion dosis dependiente de la viabilidad celular y un
aumento significativo de la apoptosis temprana y tardia con relacién al control, a
una concentracion de 3 uM de Mito-SG1. Por otro lado, también hubo un ligero
aumento de necrosis, siendo significativo a la concentracion de 3 yM de Mito-SG1.
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Figura ll- 10 Evaluacién de la traslocacién de fosfatidil serina en la linea celular MCF7.

La traslocacion de FS fue evaluada 24 horas posterior al tratamiento con diferentes concentraciones de Mito-
SG1 y utilizando un doble marcaje con, anexina V en PE y SYTOX Green cuya lectura se realiza en el canal de
Alexa fluor 488 en un citémetro BDFACS Canto Il. A) Se presentan los diagramas de densidad de poblacion,
identificando las poblaciones detectadas (azul, células viables; rojo, células en apoptosis temprana; naranja,
células en apoptosis tardia 6 necrosis; y verde, células en necrosis). B) Cuantificacion de las poblaciones
detectadas (viables, doble negativas; apoptosis temprana, positivas para anexina V y negativas para SYTOX
Green; apoptosis tardia/necrosis, doble positivas; y necrosis, negativas para anexina V y positivas para SYTOX
Green). La diferencia significativa fue calculada aplicando el test de Student, comparando el control versus cada
concentracion evaluada, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con n=3.
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En el caso de la linea celular MDA-MB-231 (TNBC), a las 24 horas de tratamiento
pudimos observar una disminucion dosis dependiente de Mito-SG1
correspondientes a los valores calculados para su ICso por el ensayo de formacion
de colonias y de MTT. Al aumentar la concentracion del compuesto se observa
hasta un 47% de aumento de la apoptosis temprana, con valores minimos de
apoptosis tardia o necrosis Figura Il- 11.

Cuando se realizd el ensayo en la linea celular MDA-MB-468, se inicid con un
tratamiento a 24 horas como fue presentado para las lineas celulares de MCF7 y
MDA-MB-468. Sin embargo, a pesar de lograr una disminucion de la viabilidad
celular del 87% a una concentracién de 2 uM, también era evidenciable que se
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Figura lI- 11 Evaluacion de la traslocacion de fosfatidil serina en la linea celular MDA-MB-231.

La traslocacion de FS fue evaluada 24 horas posterior al tratamiento con diferentes concentraciones de Mito-
SG1 y utilizando un doble marcaje con, anexina V en Alexa flior 488 y loduro de Propidio (PI, por sus siglas en
inglés Propidium iodide) cuya lectura se realiza en el canal de PE Cy5 en un citdmetro BDFACS Canto Il. A) Se
presentan los diagramas de densidad de poblacion, identificando las poblaciones detectadas (azul, células
viables; rojo, células en apoptosis temprana; naranja, células en apoptosis tardia 6 necrosis; y verde, células
en necrosis). B) Cuantificacion de las poblaciones detectadas (viables, doble negativas; apoptosis temprana,
positivas para anexina V y negativas para PI; apoptosis tardia/necrosis, doble positivas; y necrosis, negativas
para anexina V y positivas para Pl). La diferencia significativa fue calculada aplicando el test de Student,
comparando el control versus cada concentraciéon evaluada, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con
n=3.
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lograba un mayor aumento de la apoptosis tardia/necrosis, que de la misma
apoptosis temprana Figura Il- 12. Quisimos averiguar si, el aumento de la apoptosis
tardia/necrosis, era un efecto de la concentracion utilizada o del tiempo del
tratamiento, como consecuencia de dafo extremo celular que generaba la pérdida
de la integridad de la membrana celular y, por ende, una sefial positiva para PI. Por
esta razon, se procedié en esta linea celular, a evaluar los efectos a las 12 y 18
horas de tratamiento 1 y 2 yM de Mito-SG1.

Como podemos observar al disminuir el tiempo de tratamiento se logra una
disminucién de la apoptosis tardia/necrosis, llegando a las 12 horas de tratamiento
a no ser diferente a la presentada por el control Figura II- 12. A las 12 horas de
tratamiento se observa el aumento de la apoptosis temprana, mas no, de la
apoptosis tardia/necrosis, 6 de la necrosis.
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Figura ll- 12 Evaluacion de la traslocacion de fosfatidil serina en la linea celular MDA-MB-468.

La traslocacion de FS fue evaluada 12, 18 y 24 horas posterior al tratamiento con diferentes concentraciones
de Mito-SG1 y utilizando un doble marcaje con, anexina V en Alexa flior 488 y loduro de Propidio (PI, por sus
siglas en inglés Propidium iodide) cuya lectura se realiza en el canal de PE Cy5 en un citdmetro BDFACS Canto
Il. A) Se presentan los diagramas de densidad de poblacion, identificando las poblaciones detectadas (azul,
células viables; rojo, células en apoptosis temprana; naranja, células en apoptosis tardia 6 necrosis; y verde,
células en necrosis). B) Cuantificacion de las poblaciones detectadas (viables, doble negativas; apoptosis
temprana, positivas para anexina V y negativas para Pl; apoptosis tardia/necrosis, doble positivas; y necrosis,
negativas para anexina V y positivas para PI). La diferencia significativa fue calculada aplicando el test de
Student, comparando el control versus cada concentracion evaluada en el mismo lapso de tiempo, donde, *,
p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con n=3.
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Los anteriores resultados nos sugieren que la apoptosis es el mecanismo de muerte
celular estimulada por Mito-SG1, tanto en las lineas celulares de TNBC como no
TNBC, y que es dependiente del tiempo de tratamiento y la concentracion utilizada.

Para diferenciar la apoptosis tardia de la necrosis, se procedi6 a evaluar la actividad
de caspasas 3/7 en las lineas celulares de TNBC.

2.2.3 Mito-SG1 induce activacion de caspasas 3/7 en TNBC

Para confirmar el mecanismo de muerte celular estimulado por Mito-SG1 en las
lineas celulares de TNBC, se procedio a determinar la actividad de las caspasas 3/7
después de 24 horas de tratamiento, por medio del sustrato Magic Red- Acido
aspartil-glutamil-valanil-aspartico (MR-(DEVD)2). El sustrato consiste en una
molécula de violeta de cresilo unida a dos copias del sustrato DEVD (4 secuencias
de amino acidos, considerados el blanco éptimo para las caspasas 3 y 7). Cuando
el MR-(DEVD): esta intacto, la fluorescencia es aplacada o apagada. Cuando el MR
es cortado del DEVD por las caspasas activas, este se acumula en los lisosomas y
emite una fuerte fluorescencia roja. De esta manera es detectado por citometria de
flujo en el canal PE CY5 (BD FACSCANTO II). Adicionalmente se utililzé6 un doble
marcaje, adicionando SYTOX Green para poder identificar 4 poblaciones celulares:
células viables MR-(DEVD)z(-)/Sytox green(-); Apoptosis temprana MR-
(DEVD)2(+)/Sytox green(-); Apoptosis tardia MR-(DEVD)2(+)/Sytox green(+); y
Necrosis MR-(DEVD)2(-)/Sytox green(+).

En la linea celular MDA-MB-231 Figura IlI- 13A y C, observamos aumento de la
actividad de caspasas 3/7 sin compromiso de la integridad de la membrana celular,
a concentraciones inferiores de Mito-SG1 que, logran traslocacion de fosfatidil
serina. Por otra parte, al aumentar la concentracion de Mito-SG1, se disminuye la
apoptosis temprana y aumenta la apoptosis tardia y la necrosis, evidenciada en el
dafo de la membrana celular.

En el caso de la linea celular MDA-MB-468 Figura IlI- 13B y D, se observa que
efectivamente se presenta la activacion de caspasas 3/7, sin compromiso de la
membrana celular, logrando a concentraciones de 1 yM de Mito-SG1 un aumento
significativo estadisticamente del 27% de apoptosis. A pesar de observar que el
aumento del porcentaje de poblacion necroética es estadisticamente significativo, el
porcentaje mayor alcanzado fue de 4%, lo cual, para efectos de los resultados no
es relevante.

Podemos concluir que Mito-SG1 con 24 horas de tratamiento, genera estimulacion

de la apoptosis mediada por caspasas, como mecanismo de muerte celular en las
lineas celulares de MDA-MB-231 y MDA-MB-468.
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Figura ll- 13 Mito-SG1 induce activacion de las caspasas 3/7 en TNBC.

La activacion de caspasas fue evaluada 24 horas posterior al tratamiento con diferentes concentraciones de
Mito-SG1 y utilizando el ensayo Magic Red® Caspase-3/7 Assay. El sustrato Magic Red- Acido aspartil-glutamil-
valanil-aspartico (MR-(DEVD)2), consiste en una molécula de violeta de cresilo unida a dos copias del sustrato
DEVD (4 secuencias de amino acidos, considerados el blanco 6ptimo para las caspasas 3 y 7). Cuando el MR-
(DEVD)2 esta intacto, la fluorescencia es aplacada o apagada. Cuando el MR es cortado del DEVD por las
caspasas activas, este se acumula en los lisosomas y emite una fuerte fluorescencia roja. De esta manera es
detectado por citometria de flujo en el canal PE CY5 (BD FACSCANTO lI). Adicionalmente se realizé contraste
con SYTOX Green, para la identificacion de 4 poblaciones celulares: células Caspasas 3/7"°9/SYTOX Green"s;
Apoptosis temprana Caspasas 3/7P°/SYTOX Green"9; Apoptosis tardia Caspasas 3/7P*°9/SYTOX GreenP°s; y
Necrosis Caspasas 3/7 "™*9/SYTOX GreenP°s. A) Se presentan los diagramas de densidad total, de la linea celular
MDA-MB-231. C) Cuantificacion de las poblaciones detectadas (viables, apoptosis temprana, apoptosis tardia
y necrosis. La diferencia significativa fue calculada aplicando el test de Student, comparando el control versus
cada concentracion evaluada para la poblacién de interés, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con n=3.
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2.2.4 La activacion de la via intrinseca de la apoptosis posiblemente es el
mecanismo de muerte celular inducido por Mito-SG1

Después de 48 horas de tratamiento con Mito-SG1 se procedid a evaluar la
liberacion de citocromo c al citosol, para determinar si la apoptosis era un evento
ocurrido por la via intrinseca, como resultado de afectacién de la integridad de la
membrana mitocondrial. Se presenta a continuaciéon data preliminar, donde se
evidencia en la linea celular MDA-MB-231 una reduccién del 50% del citocromo ¢
en la fraccion mitocondrial relativa al control y un aumento del 700% del citocromo
c en la fraccion S-100 citosolica Figura - 14. Lo anterior no lleva a suponer que
posiblemente Mito-SG1 estimula la traslocacion del citocromo ¢ del espacio
intermembranal mitocondrial al citosol (por activacion del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial). El citocromo ¢ se une a la proteina APAF1 para formar
el apoptosoma en presencia de dATP. El apoptosoma es el responsable de la
activacion de la caspasa iniciadora 9 quien, a su vez, activada las caspasas
efectoras 3/7, lo que explicaria la activacion de las mismas observadas en el ensayo
de citometria Figura Il- 13.
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Figura ll- 14 Mito-SG1 estimula la liberacion de citocromo c al citosol en MDA-MB-231.

Ensayo realizado por Western Blot, realizando separacion de la fraccién mitocondrial y citosélica S100. A)
Fotografia de la membrana. B) Cuantificacion de citocromo ¢ en la mitocondria (Izquierda) y fraccién S100
(derecha).
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2.3 OBJETIVO ESPECIFICO 3

Examinar los efectos de Mito-SG1 sobre el potencial de membrana
mitocondrial, el estrés oxidativo y la bioenergética mitocondrial en las lineas
celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7).

Para examinar los efectos de Mito-SG1 sobre la funcion mitocondrial, se procedio a
evaluar el potencial de membrana y la generacion de ROS mitocondrial. Dado que
los ultimos estudios reportan que los mito-compuestos inhiben la proliferacion
tumoral celular por mecanismos en su mayoria, independientes de su capacidad
antioxidante (166), los cuales incluyen la modulacion de la bioenergética
mitocondrial (167), fue necesario evaluar de esta forma, el efecto de Mito-SG1 sobre
la respiracion, la glicdlisis, y las diferentes fuentes de carbono utilizadas por las
células para la produccion de energia. Se utilizé para esta evaluacion la tecnologia
Seahorse Bioscience, que permite el registro en tiempo real de los cambios en la
tasa de consumo de oxigeno y de la acidificacion extracelular en condiciones
normales y con el uso de inhibidores especificos.

2.3.1 Mito-SG1 induce despolarizacion de membrana mitocondrial y estrés
oxidativo en TNBC y no TNBC.

Unicamente Mito-SG1, mas no sus compuestos parentales SG1 y TPP, fueron
efectivos para generar muerte celular e inhibir la proliferacion celular, la habilidad
de formar colonias, y la migracion celular de las lineas celulares de TNBC y no
TNBC. Debido a que lo anterior implica la existencia de dafios a nivel mitocondrial,
se procedio a evaluar el potencial de membrana mitocondrial mediante la sonda JC-
1y la generacion de superoxido mitocondrial por medio de la sonda MitoSOX®.

2.3.1.1 La Disrupcion del potencial de membrana es dosis dependiente de la
concentracion de Mito-SG1

Las células fueron tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de Mito-
SG1, y posteriormente fueron expuestas al catién lipofilico citofluorométrico JC1
(5,5',6,6-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil bencimidazolilo carbocianina yoduro). Este
cation puede entrar selectivamente en la mitocondria y generar un cambio de color
reversible de rojo (~590nm) a verde (~529nm), correspondiente al potencial de
membrana presente (Figura lI- 15). La fluorescencia emitida de color rojo
corresponde a los J-agregados que son formados espontaneamente con la sonda
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JC-1 en células con alto potencial Fl .

. uorescencia ~529nm
de membrana. La fluorescencia ¢4
verde emitida por los monémeros
de JC-1, corresponde a la sonda
que no pudo formar J-agregados,
debido a un bajo potencial de
membrana de la mitocondria. Se Mitocondria
evalio por microscopia de sand
fluorescencia 'y confirmar por Figura Il- 15 Esquema del cambio de fluorescencia
citometria de flujo el efecto de Mito- detectado con JC-1.
SG1 sobre el potencial de membrana mitocondrial.

- Despolarizacion
Mitocondrial

~590nm

Como podemos observar en la Figura IlI- 16, Mito-SG1 induce una pérdida dosis-
dependientes del potencial de membrana mitocondrial a 24 horas de tratamiento y
a concentraciones inferiores a 3 uM, tanto en la linea celular no TNBC MCF7, como
en las lineas celulares TNBC MDA-MB-468 y MDA-MB-231. Lo anterior es
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CONTROL 1um 3 pm CONTROL 1pum 3 M CONTROL 1M 3 uM
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o
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0 1M Ipum 0 1uM 3um
Mito-SG1 Mito-SG1 Mito-5G1

Figura ll- 16 Mito-SG1 genera desporalizacién de la membrana mitocondrial en TNBC y no TNBC.

Para la evaluacion de los efectos en el potencial de membrana se utilizé la sonda JC-1 en las lineas celulares
TNBC y no TNBC, posteriores a 24 horas de tratamiento. A) Se presentan imagenes representativas de cada uno
de las concentraciones y lineas celulares evaluadas. B) Se presenta la cuantificacion de la pérdida del potencial
de membrana como porcentaje del control. Las fotos fueron tomadas a un aumento de 40X, tiempo de exposicidn
de 8 segundos y una ganancia de 1.20X. Escala de la barra= 200 uM. Las imagenes fueron analizadas con el
software NIS Elements AR Advanced Research) 3.2 (Nikon). La significancia fue calculada en GraphPad Prism 5
por medio de Test de Student. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, de cada una de las concentraciones evaluadas
comparadas con el control (0), donde n=3.
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consistente a los efectos citotdxicos observados en el rango de las dosis del
compuesto evaluadas. Es de destacar que se observa una disminucion mayor al
50% del potencial de membrana del control.

Posteriormente se procedié a verificar los resultados por citometria de flujo
encontrando correspondencia a los resultados observados por microscopia de
fluorescencia. Como podemos observar en la Figura Il- 17A, que corresponde a las
imagenes de los diagramas de puntos de densidad, el control presenta un contorno
en su mayoria dado por la sefal de la fluorescencia emitida por los J-agregados. Al
aumentar la concentracion de Mito-SG1 se evidencia en todas las lineas celulares
el aumento de la fluorescencia verde correspondiente a una despolarizacion dosis
dependiente de la concentracidon del compuesto.

En la Figura Il- 17B se observa la cuantificacién de la pérdida del potencial de
membrana, correspondiente a una disminucion del radio J-agregados/mondémeros
registrados en las diferentes concentraciones evaluadas del compuesto, como
porcentaje del radio registrado del control. Como lo muestra la figura, MDA-MB-231
y MDA-MB-468 son mas sensibles a la pérdida del potencial de membrana
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Figura lI- 17 Evaluacion del efecto de Mito-SG1 sobre el potencial de membrana mitocondrial por
citometria de flujo en TNBC y no TNBC.

Para la evaluacién de los efectos en el potencial de membrana se utilizé la sonda JC-1 en las lineas celulares
TNBC y no TNBC, posteriores a 24 horas de tratamiento. A) Se presenta los diagramas de puntos de
densidades donde se representa en el eje Y la fluorescencia de los J-agregados, versus la fluorescencia de los
mondmeros en el eje X a concentraciones de 1y 3 uM de Mito-SG1. B) Se presenta la cuantificacion de la
pérdida del potencial de membrana como porcentaje del control. C) Se presenta el histograma de la
fluorescencia verde (monomeros) del control y la maxima concentracion utilizada del compuesto. La
significancia estadistica fue calculada en GraphPad Prism 5 por medio de Test de Student. *, p<0.05, **, p<0.01,
*** p<0.001 de cada una de las concentraciones evaluadas comparadas con el control (0), donde n=3.
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mitocondrial a dosis menores del Mito-SG1 que la linea celular no TNBC MCF7. En
la Figura lI- 17C, se observa el desplazamiento de la poblacién en el histograma al
aumentar la sefal de los monémeros, lo que corresponde al efecto de Mito-SG1 en
las diferentes lineas celulares, posiblemente por la formacion del poro de transicion
mitocondrial.

2.3.1.2 Mito-SG1 genera estrés oxidativo en TNBC v no TNBC, a expensas
de la produccién de superéxido de origen mitocondrial.

Debido a que la pérdida de la integridad mitocondrial es frecuentemente asociada
con estrés oxidativo, se procedio a determinar si el tratamiento con Mito-SG1 podria
afectar los niveles de oxidacion de la sonda fluorescente redox-sensible MitoSOX®
Red. MitoSOX® Red, es una sonda fluorogénica selectiva para la deteccion de
superoxido mitocondrial, compuesta de un catién de hexil-trifenilfosfonio conjugado
a hidroetidina (HE), y aunque ambos, tanto el MitoSOX como la HE pueden ser
oxidados por el superédxido, unicamente MitoSOX puede detectar especificamente
el superoxido mitocondrial cuando es excitado a una longitud de onda especifica
(155).
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Figura Il- 18 Deteccién de superéxido mitocondrial en lineas celulares de TNBC y no TNBC posterior
al tratamiento por 24 horas con Mito-SG1.

La evaluacion de los efectos en el estrés oxidativo se realizé por medio de la deteccion de la oxidacion de la
sonda MitoSOX Red, selectiva para la produccion de superédxido mitocondrial. Las lineas celulares fueron
tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de Mito-SG1. A) se presentan imagenes
representativas de cada uno de los ensayos realizados, en contraste de fase (Izquierda) y MitoSOX Red
(derecha). Las fotos fueron tomadas a un aumento de 10X. Escala de la barra= 200 uM. B) Se presenta la
cuantificacion de la fluorescencia de MitoSOX Red, del total de concentraciones evaluadas. La significancia
estadistica fue calculada aplicando el Test de Student. *, p<0.05, **, p<0.01 de cada una de las
concentraciones comparadas con el control (0), donde n=3
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Mito-SG1 aumenta de forma dosis dependiente la produccion de superdxido en las
lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7, como lo podemos observar
en la Figura II- 18. En la Figura Il- 18A, se muestran imagenes representativas
tomadas por microscopia de fluorescencia, donde se puede comparar la deteccion
de fluorescencia del control versus la concentracion de 3 yM de Mito-SG1. La
cuantificacion de la fluorescencia se grafica en la Figura II- 18B, evidenciando que
a concentraciones de 3 uyM de Mito-SG1, se logra un aumento significativo de la
produccion de superdoxido mitocondrial y, por ende, de estrés oxidativo en las lineas
celulares evaluadas.

Se procedio a realizar la cuantificacion y verificacion por citometria de flujo de la
produccion de superdxido en las lineas celulares TNBC, MDA-MB-231 y MDA-MB-
468. En este caso, debido a que se detectdé una sefial de MitoSOX Red no estable
durante la lectura (determinado por lecturas estadisticamente significativas entre los
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Figura II- 19 Deteccion de superéxido mitocondrial en la linea celular MDA-MB-231 por citometria de
flujo.

La evaluacion de los efectos en el estrés oxidativo se realizdé por medio de la deteccién de la oxidacion de la
sonda MitoSOX Red, selectiva para la producciéon de superéxido mitocondrial. Las lineas celulares fueron
tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de Mito-SG1. A) Histograma de las concentraciones
evaluadas. B) Diagrama de puntos de densidad total, SSC-A versus fluorescencia de MITOSOX Red. C)
Cuantificacion. Total de eventos analizados por muestra 20.000. Data capturada en un citometro FACS Canto
Il BD, y analizada con el software infinicity. La significancia estadistica fue calculada aplicando el Test de
Student. *, p <0.05, **, p <0.01 de cada una de las concentraciones comparadas con el control (0), donde n=3.
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controles al inicio y finalizacion de los tubos a evaluar), se decidié implementar la
fijacion con glutaraldehido que permitia estabilizar la sefal de fluorescencia del
control a lo largo de la lectura de todas las muestras.

Como podemos observar en las Figura II- 18 y Figura II- 19, los resultados
evidenciados por citometria de flujo en las lineas celulares de TNBC, son
correspondientes a los encontrados por microscopia de fluorescencia. Los
anteriores resultados nos permiten afirmar que Mito-SG1 produce estrés oxidativo
a expensan del aumento de la produccion se superoxido mitocondrial.

Debido a recientés resultados observados en cancer gastrico, donde se demostro
que el aumento de ROS y la disrupcién del potencial de membrana indujo la
supresion de la fosforilacién de ERK 'y activacion de caspasa 3 (196), procedimos a
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Figura lI- 20 Deteccion de superéxido mitocondrial en la linea celular MDA-MB-468 por citometria de
flujo.

La evaluacion de los efectos en el estrés oxidativo se realizé por medio de la deteccion de la oxidacién de la
sonda MitoSOX Red, selectiva para la produccién de superéxido mitocondrial. Las lineas celulares fueron
tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de Mito-SG1. A) Histograma de las concentraciones
evaluadas. B) Diagrama de puntos de densidad total, SSC-A versus fluorescencia de MITOSOX Red. C)
Cuantificacion. Total de eventos analizados por muestra 20.000. Data capturada en un citometro FACS Canto
Il BD, y analizada con el software infinicity. La significancia estadistica fue calculada aplicando el Test de
Student. *, p <0.05, **, p <0.01 de cada una de las concentraciones comparadas con el control (0), donde n=3.
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evaluar en data preliminar el potenial rol de la via Ras/MEK/ERK en la respuesta
antitumoral observada.

Como podemos observar en Figura Il- 21 (data preliminar), Mito-SG1 genera una
disminucién dosis dependiente de la activaciéon de ERK en la linea celular MDA-MB-
468, consistente con la informacion publicada el presente afio en cancer gastrico y
con un estudio presentado de carcinoma medular tiroideo, donde se utiliz6 Mito-CP
para inhibir la proliferacién celular (58). Los anteriores resultados nos impulsan a
evaluar el potencial rol de Ras y la via MAPK (p38, JNK y ERK), en la respuesta
antitumoral generada por Mito-SG1.
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Figura ll- 21 La via de sefalizacion ERK es afectada por el tratamiento con Mito-SG1 en TNBC.

Western blot de ERK y p-ERK, en la linea celular MDA-MB-468. A) Fotos de la membrana. B) Cuantificacion de
expresion de ERK y p-ERK. C) Radio de activacion de ERK. Tratamiento con Mito-SG1 por 48 horas con
diferentes concentraciones de Mito-SG1 (Data preliminar).

2.3.2 Las células que son forzadas a depender de la respiracion mitocondrial
para la produccion de ATP son mas sensibles a Mito-SG1

Desde 1992, Robinson et al. (168) reportaron que una forma de evaluar los defectos
en la fosforilacion oxidativa consistia en forzar el metabolismo oxidativo cambiando
la glucosa por galactosa en el medio de cultivo. Aquellas células que tenian defectos
severos en FosOx no eran capaces de sobrevivir en medio con galactosa. Esto
ocurre porque al suprimir la glucosa por galactosa, el metabolismo se re-direcciona
hacia el uso de FosOx para la producciéon de ATP, debido a que el proceso de
produccion de glucosa-1-fosfato desde galactosa, es muy lento y obliga a forzar
FosOx para cubrir las demandas energéticas celulares.

Se procedid a sustituir la glucosa que se encontraba a una concentracion de 5.5
mM por galactosa a 10 mM, en la linea celular MDA-MB-231 por 3 semanas de
cultivo. Como podemos observar en la Figura II- 22 se logra un aumento significativo
de la respiracion basal, Maxima capacidad respiratoria (MCR); Capacidad de
reserva (CR); Respiracion acoplada (RA). Asi como, del radio OCR/ECAR de las
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células que crecieron en medio con galactosa en comparacion con las que crecieron
en glucosa.
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Figura II- 22 Aumento de la respiracion celular en la linea celular MDA-MB-231 al sustituir la glucosa por
galactosa en el medio de cultivo.

Evaluacion de la respiracion celular al sustituir glucosa a 5.5 mM por galactosa a 10 mM, por medio del XF Cell
Mito Stress Test Kit. MCR, Maxima capacidad respiratoria; CR, Capacidad de reserva; RA, Respiracion
acoplada.

Como podemos observar en la Figura IlI- 23, debido a la disminucion de la
respiracion celular tipica de MDA-MB-231, la tasa de crecimiento celular es menor
cuando el medio es suplementado con galactosa, como unica fuente de carbono.
Lo anterior es estadisticamente significativo a las 72 horas de cultivo celular. Las
células tratadas con 2 yM de Mito-SG1, tanto las que son suplementadas con
glucosa, como con galactosa, tienen una inhibicion del crecimiento celular en
comparacion con el control respectivo.

A las 72 horas de cultivo también se puede apreciar que la reduccion de la
proliferacion entre el control vs tratamiento con Mito-SG1 de las células
suplementadas con glucosa es del 66% vs un 82% a las células suplementadas con
galactosa. También podemos observar que la reduccion de la proliferacion entre las
células tratadas con 2 uM de Mito-SG1 que crecieron en glucosa vs las que
crecieron con galactosa, es estadisticamente significativa desde las 24 horas del
cultivo.

Los anteriores resultados nos ratifican la predileccién del fenotipo glicolitico de

TNBC, y nos indican que las células que son forzadas a depender de la respiracion
mitocondrial para la produccion de ATP son mas sensibles a Mito-SG1.
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Figura lI- 23 Efecto de Mito-SG1 sobre la proliferacion celular de la linea celular MDA-MB-231 que ha
sido pre-acondicionada a depender de FosOx para la generacion de ATP.

La linea celular MDA-MB-231 fue acondicionada por 20 dias en un medio de cultivo donde la glucosa fue
reemplazada por galactosa a 10mM. Para la evaluacion del efecto de Mito-SG1 sobre la proliferacién celular
en presencia de glucosa (5.5mM) o galactosa (10mM) de la linea celular MDA-MB-231, se procedio a realizar
cultivo de 150.000 células por pozo, en placas de 6 pozos, con tratamiento posterior a las 24 horas de cultivo.
Se realizo observacion manual del numero de divisiones de las lineas celulares utilizando la coloracion con azul
de tripan de las lineas celulares y se compararon los resultados de la linea celular con glucosa vs galactosa. *,
p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001, de cada una de las concentraciones evaluadas comparadas segun lo indicado
en la grafica. n=3 de dos experimentos independientes.

2.3.3 Mito-SG1 genera una disminucioén dosis dependiente del metabolismo
mitocondrial.

La medicién de la respiracion celular es una poderosa herramienta para evaluar el
metabolismo energético dado el acoplamiento entre la sintesis de ATP y el consumo
de oxigeno durante la FosOx. Para examinar efectivamente la funcién bioenergética
usando el equipo XFe24 Extracellular Flux Analyzer, es esencial primero
caracterizar el tipo de linea celular con respecto a su actividad metabdlica baso
condiciones basales y bajo condiciones de estudio. Lo primero que se recomienda
es determinar la concentracioén ideal de células por pozo, que pueden ser analizadas
manteniendo una correlacion lineal entre el numero de células y la tasa de consumo
de oxigeno. Posteriormente es necesario identificar la menor concentracién de
FCCP, que me permite una mayor tasa de consumo de oxigeno. Con esta
informacion es posible realizar los experimentos para medir la funcion respiratoria,
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la glicolisis y el uso de fuentes de carbono por parte de las lineas celulares bajo
condiciones normales y expuestas a diferentes concentraciones de Mito-SG1.

2.3.3.1 Determinaciéon de las condiciones de estudio de las lineas celulares
MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7

Se realizo la titulacion de las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7
Figura Il- 24, para determinar el rango de densidad celular que mantuviera una
correlacion lineal adecuada para el OCR y ECAR, que permitiera dentro del rango
de deteccion del equipo la comparacion entre lineas celulares de los valores de
OCR y ECAR. La densidad celular éptima puede variar dependiendo de la linea
celular, siendo deseable lograr una confluencia celular entre el 50 al 90%. Dado los
resultados obtenidos en la células por pozo. Lo anterior fue correspondiente a lo
publicado por Pelicano y, se eligio la densidad celular que no era mayor al 90% de
confluencia y que mostraba valores del OCR y del ECAR en un rango lineal. Para
MDA-MB-231 y MDA-MB 468, la densidad celular elegida fue de 50.000 células por
pozo. Para MCF7, la densidad celular elegida fue de 30.000 células por pozo. Lo
anterior fue correspondiente a lo publicado por Pelicano y colaboradores (45).
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Dado que los diferentes tipos de lineas celulares varian en la respuesta al
desacoplador FCCP, y teniendo presente que una alta dosis de FCCP, reduce la
respuesta observada, es necesario determinar empiricamente la dosis de FCCP
adecuada para los experimentos a realizar. Por ende, se procedio a titular la
concentracion de FCCP que permitiera obtener el maximo consumo de oxigeno en
cada linea celular, y asi determinar las condiciones de los ensayos posteriores. Se
utilizé un rango de 0.1 uM a 1.5 pM correspondiente a las concentraciones

reportadas en trabajos previos (169, 170).

La concentracidon recomendada por el proveedor Seahorse Bloscience para
oligomicina y antimicina/rotenona es de 1 yM. Como se puede observar en la Figura
lI- 25, la concentracion ideal de trabajo del FCCP es de 0.5 yM en las tres lineas
celulares. Al utilizar concentraciones menores, no se obtiene un maximo de
consumo de oxigeno, y al utilizar concentraciones mayores, la tasa de consumo de

oxigeno se ve afectada.
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Figura II- 25 Titulacién de FCCP en MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MCF7.

Las lineas celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-231 fueron sembradas a 50.000 células por pozo y MCF7 a
30.000 células por pozo. Se utilizé el XF Cell Mito Stress Test Kit para cuantificar la concentracién menor de
FCCP que permitia el maximo consumo de oxigeno. La flecha roja indica el momento en que se realiza la
inyeccion del FCCP. La concentracion graficada en color rojo representa la maxima de OCR obtenida en la
titulacion del FCCP. Para todos los experimentos n=5.
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2.3.3.2 Mito-SG1 genera una disminucién dosis dependiente del consumo de
oxigeno de las lineas celulares de TNBC, forzando un aumento de la tasa de
acidificacion extracelular posiblemente a expensas de la glicélisis

Para establecer la concentracion minima del compuesto que genera afectacion en
la FosOx, asi como determinar que el vehiculo del compuesto no es el responsable
del efecto observado, se realiz6 una observacién del efecto de diferentes
concentraciones del compuesto y de la maxima concentracién del vehiculo, sobre
el OCR y el ECAR de las lineas celulares de TNBC MDA-MB-231 y MDA-MB-468
(Figura lI- 26).

Por ende, un dia antes del ensayo las lineas celulares de TNBC fueron sembradas
en medio de cultivo completo, en microplacas XF V7 del sistema Seahorse
Bioscience, asi como se dejo en hidratacion el cartucho calibrador a 37°C sin COa.
Posterior a las 24 horas de cultivo, las células fueron lavadas con DMEM libre de
rojo de fenol y de NaHCOs, y suplementado el dia de uso, con las mismas
concentraciones de glucosa, L-glutamina y piruvato del medio completo y ajustado
el pH a 7.35 +/- 0.05 con NaOH, en condiciones de temperatura de 37°C +/- 0.5.

Para las células son incubadas durante 1 hora a 37°C sin COz2, mientras se carga
el puerto A del cartucho calibrador con concentraciones seriadas de Mito-SG1. El
puerto A debe tener una concentracion 8X de la concentracion final deseada en el
pozo, por ende, las concentraciones utilizadas de Mito-SG1 fueron: 2.4, 8, 24,80y
240 uM, correspondientes a concentraciones finales en el pozo de: 0.3, 1, 3, 10, 30
MM. Dado que la solucion stock de Mito-SG1 se encuentra a 20 mM al 100% de
DMSO, se realiz6 el calculo para determinar la maxima concentracion de DMSO
presente en el ensayo que correspondio al 0.15%. Por ende, se procedié a cargar
con 1.2% de DMSO el puerto del cartucho correspondiente a la evaluacién del
vehiculo, cuya concentracion final en el pozo quedé al 0.15%.

Como podemos observar en la Figura IlI- 26, el compuesto Mito-SG1 genera
inmediatamente es expuesto a las células TNBC (flecha roja), una disminucion dosis
dependiente de la tasa de consumo de oxigeno tanto en MDA-MB-468, como en
MDA-MB-231. Tal como se muestra en la figura, el control y el vehiculo no presentan
afectacion del OCR, demostrando que los efectos evidenciados de Mito-SG1 son
debidos efectivamente por el compuesto y no por el vehiculo. Mito-SG1 a 1 uM logra
una reduccion de la tasa de consumo de oxigeno en MDA-MB-231 y MDA-MB-468
del 27 al 35% a las 3 horas de exposicion respectivamente, mientras que a
concentraciones de 30 uM se logra una reduccion del 55 al 60% del OCR
inmediatamente posterior a la inyeccion del compuesto.

A la hora de exposicion se logra una reduccion del 42 al 50% del OCR a una

concentracion de 3 pM de Mito-SG1 en MDA-MB-231 y MDA-MB-468
respectivamente.
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Figura ll- 26 Mito-SG1 genera una disminucion dosis dependiente de la tasa de consumo de oxigeno en
TNBC.

Las lineas celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-231 fueron sembradas a 50.000 células por pozo. La
determinacion del consumo de oxigeno se realizd6 en un analizador XFe24 Seahorse Bioscience por 250
minutos. La flecha roja indica el momento en que se realiza la inyeccion de Mito-SG1. Para todos los
experimentos n=3.

Al calcular el ICso del OCR, es decir, la concentracion de Mito-SG1 que logra una
disminucién del 50% del OCR en las lineas celulares, se observé que a mayor
tiempo de exposicidn, la concentracion que logra la disminucion del 50% del OCR
es menor, es decir, que Mito-SG1 logra una disminuciéon dosis-tiempo dependiente
del OCR (Figura II- 27). EL I1Cs0 a la media hora posterior a la inyeccién del
compuesto es de 9.8 y 10.67 pM, para MDA-MB-468 y MDA-MB-231
respectivamente, pasadas 3 horas de exposicion al compuesto el ICso disminuye a
2.80 y 2.42 pM respectivamente. Debido a que los experimentos de apoptosis se
realizaron a las 24 horas de actividad del compuesto, y teniendo presente que
posterior a las 3 horas de exposicion se mantiene constante la afectacion del OCR,
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Figura II- 27 Mito-SG1 genera una disminucion dosis-tiempo dependiente de la tasa de consumo de
oxigeno en TNBC.

La concentracion de Mito-SG1 que afecta el 50% del OCR fue calculada a partir de la observacion del consumo
de oxigeno de las lineas celulares MDA-MB-468 (izquierda) y MDA-MB-231 (derecha), a las 0.5, 1, 2 y 3 horas
posteriores a la exposicién del compuesto. Se grafica el ICso +/- ESM.

se determinan las condiciones de estudio para los experimentos de bioenergética
mitocondrial con 24 horas de pretratamiento con Mito-SG1.

Con la data obtenida durante las primeras tres horas de la inyeccion de Mito-SG1
se pudo realizar una representacion bi-dimensional de los cambios en los valores
de OCR y ECAR en las lineas celulares de TNBC MDA-MB-468 y MDA-MB-231
tratadas con diferentes concentraciones de Mito-SG1 Figura Il- 28. Durante las
primeras 3 horas de tratamiento se observa una inhibicién del OCR y una elevacion
del ECAR.

Sin embargo, con el tiempo, se observa que las lineas celulares de TNBC no logran
mantener la acidificacion extracelular. A mayor concentracién del compuesto, asi
como a mayor tiempo de tratamiento, observamos que se mantiene la disminucion
de la respiracion celular, pero se inhibe la glicolisis o se agota las reservas de
glucosa para el mantenimiento energético celular.

Bajo estas condiciones, se puede suponer que el incremento de la glicélisis o de la
acidificacion extracelular, es un mecanismo compensatorio a la afectacion de la
respiracion celular, que no es sostenido en el tiempo o a concentraciones mayores
del compuesto.

2.3.3.3 Mito-SG1 genera afectacion de la tasa de consumo basal, la maxima
capacidad respiratoria, la reserva de la capacidad respiratoria y la respiracion
acoplada en TNBC v no TNBC a concentraciones micromolares.

Las lineas celulares fueron sembradas en medio completo de cultivo, de acuerdo
con los requerimientos nutricionales especificos, y se evaluaron tres
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concentraciones de Mito-SG1 (0.1, 0.3 y 1 yM) por 24 horas en incubacion a 37°C

y en atmdsfera de CO? al 5%.
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Figura ll- 28 Mapa bioenergético bi-dimensional del OCR y el ECAR a diferentes concentraciones de
Mito-SG1, durante las primeras 3 horas de la inyecciéon del compuesto.

Se presenta en el eje Y el porcentaje de la media del OCR registrado en el tiempo con relacion al ultimo OCR
registrado antes de la inyeccion del compuesto. Se presenta en el eje X el porcentaje de la media del ECAR
registrado en el tiempo con relacion al ultimo ECAR registrado antes de la inyeccion del compuesto. Se
presentan los resultados de las lineas celulares MDA-MB-468 (arriba) y MDA-MB-231 (abajo), alas 0.5, 1,2y
3 horas posteriores a la exposicién del compuesto. Se grafica el porcentaje de la media del OCR y ECAR +/-

ESM. Para los experimentos n=3.

120



Para la evaluacién de la respiracion se utilizd XF Cell Mito Stress Test Kit,
permitiendo la evaluacion de 6 parametros claves: respiracion basal, maxima
capacidad respiratoria, capacidad de reserva respiratoria, fuga de electrones,
produccion de ATP, y respiracién no mitocondrial, por medio del uso de inhibidores
especificos tales como, oligomicina A, carbonilo cianuro 4-(trifluorometoxi)
fenilhidrazona (FCCP), antimicina Ay rotenona Figura II- 29.

Oligomicina FCCP Antimicina A/Rotenona

il . . .
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Figura lI- 29 Parametros de la respiracion celular evaluados con el XF Cell Mito Stress Test Kit.
Fuente: Tomado y adaptado de Divakaruni AS, Paradyse A, Ferrick DA, Murphy AN, Jastroch M. Analysis and
interpretation of microplate-based oxygen consumption and pH data. Methods Enzymol. 2014;547:309-54.

La inyeccion de oligomicina genera una disminucion del consumo de oxigeno, el
cual es debido a la inhibicion que el compuesto realiza sobre el complejo V de la
CTE (ATP sintasa), lo que permite evaluar la respiracion mitocondrial que esta
asociada con la produccion de ATP, es decir la respiracion acoplada. Posteriormente
la inyeccién con el FCCP desacopla el consumo de oxigeno de la produccion de
ATP, debido a la formacion de un poro de translocacion de los protones (protonéforo)
del espacio intermembranal, generando la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial. Como resultado, se pierde la inhibicién del flujo de electrones a través
de la CTE, y el oxigeno es consumido en su maxima capacidad por el complejo 1V,
lo que se conoce como la maxima capacidad respiratoria.

El OCR estimulado por el FCCP puede ser usado para calcular la capacidad de
reserva respiratoria, definida como la diferencia entre la maxima respiracion y la
respiracion basal. Esta capacidad de reserva es la medida de la habilidad de la
célula para responder a incrementos en la demanda energética. La tercera
inyeccion es una mezcla de rotenona, un inhibidor del complejo |, y antimicina A, un
inhibidor del complejo Ill. Con esta ultima inyeccion se bloquea la respiracion
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mitocondrial y se permite el calculo de la respiraciéon no mitocondrial que es liderada
por procesos externos a la mitocondria (Tabla II- 4).

Tabla II- 4 Ecuaciones para el calculo de los parametros a evaluar de la respiracion

mitocondrial con XF Cell Mito Stress Test Kit

Parametro

Ecuacion parael calculo a partir de
XF Cell Mito Stress TestKit

Respiracionbasal

Fuga de protones

Respiracidonacoplada

Capacidad maxima
respiratoria

Capacidad de reserva

Respiracionno
mitocondrial

(Uttima medida antes de la inyecciénde oligomicina)-
(Respiracion no mitocondrial)

(Minima medida después de la inyeccionde
oligomicina)-(Respiraciéon no mitocondrial)

(Uttima medida antes de la inyeccion con oligomicina)-
(Minima medida después de la inyeccionde
oligomicina)

(Maxima medida después de la inyeccion de FCCP)-
(Respiracion no mitocondrial)

(Capacidad maxima respiratoria)-(Respiracion basal)

(Minima medida después de la inyeccion de Antimicina
A y Rotenona.

Eficienciade

. 100 x ((Respiracio lada)/(Respiracion basal
acoplamiento X ((Respiracion acoplada)/(Respiracion basal))

Radio Respiraciéon
acoplada/capacidad
maxima respiratoria

(respiracion acoplada)/(Capacidad maxima respiratoria)

Enla Figura lI- 30 se observan los resultados obtenidos de la respiracidn celular en
las lineas celulares evaluadas con el uso de XF Cell Mito Stress Test Kit, posterior
a 24 horas de tratamiento con el compuesto Mito-SG1. Es notoria la disminucion de
la respiracion de manera dosis dependiente a la concentracion del compuesto
utilizado. Podemos observar una disminucion del consumo basal de oxigeno, asi
como una disminucién de la maxima capacidad respiratoria a 1 yM de Mito-SG1
(linea roja) en las tres lineas celulares, asi como de la capacidad de reserva. En la
grafica también se observa la disminuciéon de la respiracion acoplada, por la
disminucién de la tasa de consumo basal.

Se procede a calcular los parametros de la respiracion celular y determinar si las

diferencias observadas eran estadisticamente significativas al ser comparadas con
los valores registrados en el control Figura II- 31.
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Figura lI- 30 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-
MB-468 y MCF7 sobre la tasa de consumo de oxigeno. Evaluada con XF Cell Mito Stress Test Kit.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones del compuesto Mito-SG1 por 24 horas,
posteriormente fueron lavadas con medio de ensayo XF seahorse, e incubadas 1 hora a 37°C en atmoésfera sin
CO:z2. Se utilizé el XF Cell Mito Stress Test Kit para medir la afectacion del compuesto sobre la respiracion
celular. A) MDA-MB-231, B) MDA-MB-468 y C) MCF7. Se grafica la media del OCR normalizado por
concentracién de proteinas +/- ESM versus el tiempo. Para los experimentos n=4.

La respiracion basal es conocida como la tasa enddgena de la respiracion, y se
encuentra conformada principalmente de dos procesos: la respiracion usada para
conducir la sintesis de ATP y la respiracion asociada a la fuga de protones. En la
Figura ll- 31A, se puede observar que 1 uM de Mito-SG1 disminuye en mas del 50%
la respiracion basal, a las 24 horas de tratamiento, tanto en las lineas celulares de
TNBC, como no TNBC.

Se procede a evaluar el efecto de Mito-SG1 en la fuga de protones y respiracion
acoplada, observando en la Figura ll- 31B y C, que la disminucién de la respiracion
basal se debe en un mayor porcentaje a la disminucién de la respiracién celular
sensible a oligomicina Figura IlI- 31C, la cual corresponde a la respiracion usada
para la produccion de ATP, conocida también como respiracion acoplada.
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Figura II- 31 Efecto del tratamiento por 24 horas con Mito-SG1 sobre los 6 parametros principales de la
respiracion celular de las lineas celulares TNBC y no TNBC.

A) Respiracién basal, B) Fuga de protones, C) Respiracién acoplada, D) Capacidad maxima respiratoria, E)
Capacidad de reserva y F) Respiracién no mitocondrial. La data es representada como % del control +/- ESM.
*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. n=3, data representativa de dos experimentos independientes.
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La fuerza proton-motriz generada durante la oxidacion de los sustratos no es usada
exclusivamente para la sintesis de ATP. Algunos protones se fugan a través de la
membrana mitocondrial interna, consumiendo constantemente el potencial de
membrana, estimulando de esta forma la actividad de la cadena respiratoria para
mantenerla. Esta respiracion se conoce como desacoplada, y es la razon por la que,
la respiracion mitocondrial persiste aun en presencia de oligomicina. Como
podemos observar en la Figura Il- 31B, se observa una disminucion en la fuga de
protones, en todas las lineas celulares evaluadas, siendo correspondiente a
despolarizaciéon de la membrana mitocondrial reportada en el item 2.3.1.1 de
resultados del objetivo 3.

Al evaluar la capacidad maxima respiratoria (CMR), entendida como la maxima
medida de consumo de oxigeno detectada en situaciones de demanda energética,
observamos que el compuesto Mito-SG1, reduce del 50 al 25% esta capacidad
Figura ll- 31D. Evaluar la CMR permite establecer el impacto que el compuesto tiene
sobre el metabolismo celular. Mito-SG1 limita la respuesta celular ante demanda
energética y, por ende, se constituye en un blanco hacia la bioenergética
mitocondrial en las células tumorales.

La capacidad de reserva, entendida como la diferencia entre la respiracion basal y
la CMR, es la capacidad que tiene la célula para producir ATP, la cual no se utiliza
hasta que la célula es sometida a un estrés energético, dependiendo también
especificamente del tipo de celular. En el caso de la célula tumoral, se esperaria
que la CMR asi como, la capacidad de reserva, fueran limitadas, es decir, se cree
que las células tumorales no utilizan la FosOx debido a que no es funcional. Sin
embargo, tal como lo demostramos al cultivar MDA-MB-231 en medio donde la
glucosa fue reemplazada por galactosa, las células mantienen una dependencia de
la FosOx para cumplir sus demandas energéticas, a pesar, de tener un metabolismo
preferiblemente glicolitico. Es por esta razén, que el compuesto Mito-SG1 genera la
inhibicion del crecimiento celular, debido a que afecta la generacién de ATP celular
y la glicolisis como mecanismo compensatorio, no es suficiente para abrogar esta
disrupcién generada. Tal como podemos observar en la Figura Il- 31E, Mito-SG1 a
concentracion de 1 pM, logra disminuir la capacidad de reserva respiratoria de un
40, 26 y 11%, MDA-MB-231, MCF7 y MDA-MB-468 respectivamente.

Por otra parte, encontramos que la respiracion mitocondrial no es uniformemente
afectada en las tres lineas celulares, indicandonos que los procesos de respiracion
no debidos a FosOx, responde de manera diferente en las tres lineas celulares
estudiadas Figura II- 31F.

Analizados los 6 parametros claves de la respiracion celular, se procedid a calcular
la eficiencia de acoplamiento entendida como la fraccion de la respiracion basal
usada para la sintesis de ATP, y a su vez, verificar los efectos de Mito-SG1 sobre la
misma. En la Figura Il- 32A, interesantemente se observa que a pesar de haber
reducido la respiracion acoplada (Figura 1l- 31) al evaluar la eficiencia del
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acoplamiento segun la Tabla Il- 4, en donde se calcula con base a la respiracion
basal, no se disminuye la eficiencia del acoplamiento. La disminucién real de la
respiracion sensible a la oligomicina se genera por la reduccion de la respiracion
basal, mas que por una afectacion de la sintesis de ATP. Al determinar la eficiencia
de la respiracion acoplada relativa a la MCR, tampoco se observan diferencias
estadisticamente significativas Figura II- 32B.

En conjunto la data anterior evidencia el efecto del compuesto Mito-SG1 sobre la
respiracion celular, en las lineas celulares TNBC y no TNBC.
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Figura II- 32 Mito-SG1 no afecta significativamente la eficiencia del acoplamiento.
A) Eficiencia del acoplamiento. B) Respiracion acoplada/MCR

2.3.4 Mito-SG1 genera un cambio en el fenotipo metabdlico de TNBC y
afectacion del indice bioenergético.

Con el fin de entender los efectos causados por Mito-SG1 en el metabolismo
mitocondrial y la bioenergética celular, se determiné el fenotipo energético celular
de MDA-MB-231 (Figura II- 33), MDA-MB-468 (Figura II- 34) y MCF7 (Figura lI- 35).
Estas determinaciones nos permiten conocer la estrategia celular elegida para
mantener la demanda energética celular bajo condiciones basales (especificamente
en presencia de glucosa, glutamina y piruvato) y de estrés energético
(especificamente en presencia de compuestos estresores). Por otra parte, el
potencial metabdlico, entendido como el porcentaje de incremento del OCR y ECAR
bajo estrés celular sobre sus respectivas medidas basales, permiten establecer la
competencia celular para aumentar la glicolisis y/o la respiracién celular ante
demanda energética. Por ultimo, se calculd el impacto del tratamiento de Mito-SG1
sobre el indice bioenergético celular Figura Il- 36.
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2.3.4.1 Eltratamiento con Mito-SG1 deteriora la habilidad de las células de TNBC
v no TNBC para responder ante cambios en los requerimientos energéticos
celulares

Se presenta a continuacién los mapas energéticos celulares de MDA-MB-231,
MDA-MB-468 y MCF7, donde se puede observar el perfil del fenotipo energético
celular, el potencial metabdlico, asi como los perfles de OCR y ECAR en
condiciones basales y de estrés energético. En los fenotipos energéticos de TNBC
y no TNBC (Figura Il- 33A, Figura II- 34A, Figura Il- 35A) se evidencia que en
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Figura lI- 33 Efecto de Mito-SG1 sobre el perfil del fenotipo energético celular de MDA-MB-231.

Versiéon esquematica del XF Mapa Energético, donde se presentan A) Fenotipo energético celular, donde el
marcador abierto representa las condiciones basales, y el marcador cerrado las condiciones bajo demanda
energética, B) Potencial metabdlico celular, C) Perfil OCR, D) Perfil ECAR. Se grafica la media normalizada
por concentracion de proteinas +/- ESM. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. Para los experimentos n=4.
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condiciones bajo demanda energética las células dependen principalmente del
metabolismo mitocondrial en comparacion con su estado basal. Mito-SG1 a una
concentracion de 1 pM, drasticamente genera una disrupcion mitocondrial
afectando la capacidad celular de aumentar su respiracién, y conllevando a soportar
a través de la glicdlisis los requerimientos energéticos celulares.

Para entender como las células intentan adaptarse a situaciones de demanda
energética, se calcularon los cambios relativos en el potencial metabdlico de las
células tratada y no tratadas con Mito-SG1, por medio de la determinacion del
porcentaje del OCR y ECAR bajo estrés energético segun las ecuaciones (11.1) y
(1.2).

OCR estrés

% OCR Estrés = ———— x 100 (1.1)

OCR basal

ECAR estrés

% ECAR Estrés = FCAR basal X 100 (”2)

En las dos lineas celulares de TNBC se encontré que Mito-SG1 suprime la habilidad
celular para responder a los cambios en la demanda energética por inhibicion tanto
de la respiracion mitocondrial como de la glicélisis (Figura Il- 33B y Figura |l- 34B),
pero unicamente inhibe el potencial metabdlico glicolitico de la linea celular no
TNBC, MCF7 (Figura II- 35B).

Es importante resaltar que estos resultados contribuyen a fortalecer la evidencia de
gue el mecanismo de toxicidad de Mito-SG1 es direccionado al metabolismo celular
y a la bioenergética bajo condiciones de estrés celular.

Al revisar en detalle el metabolismo mitocondrial y glicolitico para establecer la
contribucién relativa de cada uno, se observd que Mito-SG1 induce inhibicion del
OCR basal y OCR en estrés energético, afectando el metabolismo mitocondrial en
todas las lineas celulares evaluadas (Figura Il- 33C, Figura II- 34C y Figura Il- 35C).
En el caso del metabolismo glicolitico, se observa que en las células no tratadas
con Mito-SG1, usualmente reprograman su fenotipo energético, hacia un fenotipo
glicolitico para suplir la demanda energética celular. En las células tratadas con
Mito-SG1, se observa un intento por soportar el dafio causado por el compuesto
aumentando la glicdlisis (Figura 1l- 33D, Figura I|lI- 34D y Figura llI- 35D), sin
embargo, en las lineas celulares de MCF7 y MDA-MB-468, el aumento de la
glicdlisis no es suficiente para sobreponer la célula del dafio ocasionado en la
mitocondria (Figura Il- 34D y Figura Il- 35D).
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Figura lI- 34 Efecto de Mito-SG1 sobre el perfil del fenotipo energético celular de MDA-MB-468.

Versién esquematica del XF Mapa Energético, donde se presentan A) Fenotipo energético celular, donde el
marcador abierto representa las condiciones basales, y el marcador cerrado las condiciones bajo demanda
energética, B) Potencial metabdlico celular, C) Perfil OCR, D) Perfil ECAR. Se grafica la media normalizada
por concentracién de proteinas +/- ESM. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. Para los experimentos n=4.

2.3.4.2 Mito-SG1 induce un efecto dosis dependiente en el indice
bioenergético celular de TNBC y no TNBC.

En publicaciones recientes el Dr Victor Darley Usmar describié un nuevo concepto
denominado el indice bioenergético IB (171), el cual es una medida dinamica de la
respuesta celular al estrés energético que contempla el analisis grupal de las
caracteristicas mas relevantes de la funcion mitocondrial. En los resultados
observados hasta ahora, se han realizado determinaciones de parametros
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Figura lI- 35 Efecto de Mito-SG1 sobre el perfil del fenotipo energético celular de MCF7

Versiéon esquematica del XF Mapa Energético, donde se presentan A) Fenotipo energético celular, donde el
marcador abierto representa las condiciones basales, y el marcador cerrado las condiciones bajo demanda
energética, B) Potencial metabdlico celular, C) Perfil OCR, D) Perfil ECAR. Se grafica la media normalizada
por concentracion de proteinas +/- ESM. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. Para los experimentos n=4.

especificos basadas en la respuesta celular al estrés energético, sin embargo, cada
uno de los parametros de la respiracion celular podrian no tener un aparente
disrupcion, pero al analizarlos en conjunto y establecer un peso para cada uno en
una ecuacion, se podrian entender y detectar perturbaciones metabdlicas
tempranas inducidas por Mito-SG1, no identificables cuando se analizan de forma
individual estos parametros.

Segun la propuesta del Dr Usmar, un bajo indice energético esta asociado con baja
capacidad de reserva, asi como, de respiracion acoplada, con un aumento de la
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respiracion no mitocondrial y la fuga de protones. Esta propuesta se resume en la
ecuacion (I1.3), donde se aprecian aspectos positivos de la funcién bioenergética
(capacidad de reserva y respiracién acoplada), que contrastan con los aspectos
potencialmente deletéreos (respiracion no mitocondrial y fuga de protones).

Capacidad de reserva)®x(Respiraciéon acoplada)P
IB = log &% ) X(Resp plada) (11.3)

(Respiracién no mitocondrial)x(Fuga de protones)?

El primer término en el numerador es la capacidad de reserva. Cuanto mayor sea
la capacidad de reserva, mas efectivamente pueden las mitocondrias satisfacer
tanto las necesidades de ATP celular, como los aumentos en la demanda
energética, y estrés ibnico o metabdlico.

El segundo término en el numerador es la respiracion acoplada, como la medida de
la capacidad de la célula para satisfacer las demandas energéticas. En el
denominador, tenemos la fuga de protones, la cual disminuye la eficiencia
mitocondrial con respecto a la generacién de ATP, siendo entonces un término
negativo.

El ultimo término del denominador es la respiracién no mitocondrial. Dependiendo
del objetivo del calculo del IB, del tipo celular, y del conocimiento del
comportamiento energético celular, esta férmula se puede adaptar y asignar a los
exponentes a, b, ¢ y d, una ponderacion generando que un término tenga un peso
mayor sobre la ecuacion. Para este analisis, se ha asignado para cada exponente
el valor numérico de 1.

El objetivo del calculo del indice bioenergético en este trabajo es la comparacion de
los IB’s generados por la exposicién a Mito-SG1 versus el grupo control. En general,
los defectos en la cadena transportadora de electrones generan una disminucion en
el IB debido a la baja capacidad de reserva, disminucion de la respiracion acoplada
o incremento de la respiracién no acoplada.

Se evidencia gracias al calculo del 1B, tempranas disrupciones del metabolismo
mitocondrial no detectadas cuando dichos parametros son analizados
individualmente. Mito-SG1 a concentraciones de 0.1 y 0.3 uM, afectan el
metabolismo mitocondrial en MDA-MB-468 y MDA-MB-231 respectivamente (Figura
[I- 36A y B), en comparacion con la dosis de 1 uM que logra diferencias significativas
al evaluar la tasa de consumo basal, la maxima capacidad respiratoria, la reserva
de la capacidad respiratoria y la respiracion acoplada, como parametros de analisis
individuales.
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Figura lI- 36 Mito-SG1 inhibe de forma dosis dependiente el indice bioenergético celular.
El indice bioenergético fue calculado a partir de la data obtenida en la evaluacién de la respiracion celular. N=3,
donde *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001.

2.3.5 Glicdlisis como mecanismo compensatorio de la disfuncién
mitocondrial ocasionada por Mito-SG1 en las lineas celulares de TNBC
y no TNBC.

La glicdlisis es de vital importancia en el metabolismo de las células tumorales, al
igual que en células normales en estado proliferante, los intermediarios glicoliticos
son requeridos para la biosintesis de nucledtidos, lipidos y amino acidos. Unas
décadas atras, se penso que el aumento de la glicdlisis se debia a un mecanismo
energético compensatorio a una disfuncion mitocondrial, lo cual fue puesto en duda
debido a que se demostré que solo casos especificos de células tumorales tienen
realmente una afectacion en la respiracion celular. En este estudio, demostramos
que cuando la linea celular MDA-MB-231 era cultivada en medio sin glucosa y
suplementado con galactosa, la mitocondria respondia a la demanda energética
aumentando su maxima capacidad respiratoria, sin embargo, a expensas de una
disminucién en la proliferacion Figura Il- 23. Debido a que Mito-SG1 genera una
disfuncion mitocondrial, asi como aumento de la tasa de acidificacion extracelular,
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se podria suponer que la glicdlisis podria ser un mecanismo compensatorio al déficit
energético ocasionado por Mito-SG1.

Con el objeto de evaluar los efectos de Mito-SG1 en la glicdlisis, se procedié a
utilizar el XF Cell Glycolysis Stress Test Kit de Seahorse Bioscience, la funcion
glicolitica en las células, se determina por la medicion directa del ECAR. Este kit
provee un método estandar para evaluar parametros claves en el flujo glicolitico
tales como: (glicdlisis, capacidad glicolitica, reserva glicolitica, asi como,
acidificacion no glicolitica Figura II- 37.

Las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7, fueron sembradas en
medio completo de cultivo, de acuerdo con los requerimientos nutricionales
especificos, posteriormente se adicionaron tres concentraciones de Mito-SG1 (0.1,
0.3y 1 uM) por 24 horas en incubacion a 37°C y en atmésfera de CO:2 al 5%. Para
iniciar el ensayo, las células son lavadas con medio de DMEM libre de glucosa y
piruvato, y se dejan en incubacion sin CO2 por 1 hora. Los puertos del cartucho
calibrador son cargados con glucosa 10mM, Oligomicina 1 uM, y 2DG de 50 mM a
100 mM (dependiendo de la linea celular).

Glucosa Oligomicina 2DG
45+ ¢ ¢ l
40 .
354

Reserva
glicolitica

Capacidad
glicolitica

(ECAR) [mpH-'.min"]
S

Glicolisis

Acidificacion no glicolitica

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tiempo (minutos)

Figura lI- 37 Parametros de la glicdlisis, evaluados con el XF Cell Glycolysis Stress Test.
Fuente: Tomado y adaptado de Divakaruni AS, Paradyse A, Ferrick DA, Murphy AN, Jastroch M. Analysis and
interpretation of microplate-based oxygen consumption and pH data. Methods Enzymol. 2014;547:309-54.

La Figura lI- 38 muestra la tasa de acidificacion glicolitica determinada en cada uno
de los tratamientos con glucosa, oligomicina y 2 deoxi-glucosa para las células
control y las células tratadas con diferentes concentraciones de Mito-SG1. Al lado
izquierdo de la figura podemos observar la tasa de acidificacién extracelular versus
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el tiempo, y al lado derecho de la figura se presentan los parametros claves de la
glicdlisis, cuyo calculo se detalla en la Tabla II- 5.

Tabla lI- 5 Ecuaciones para el calculo de los parametros a evaluar de la glicolsisi
con XF Cell Glycolysis Stress Test

Ecuacion parael calculo a partir de

Parametro -
XF Cell Glycolysis Stress Test
(Maxima medida antes de la inyeccion con
Glicolisis oligomicina)-(la ulta medida antes de la inyeccion de
glucosa)
(Maxima medi(}ia después de la inyeccion con
Capacidad glicolitica oligomicina)-(Ultima medida antes de la inyeccion de
glucosa)
Reserva glicolitica (Capacidad glicolitica)-(glicélisis)

Acidificacion no

glicolitica Uttima medida antes de la inyeccién de glucosa

Tal como lo habiamos observados en el analisis de la respiracion celular, Mito-SG1
genera un aumento de la ECAR a una concentracion de 1 uM, tanto en las lineas
celulares de TNBC, como en no TNBC. La glicélisis se ve aumentada de forma dosis
dependiente segun la concentracion de Mito-SG1 usada.

En el caso de MDA-MB-231 se observa una disminucion dosis dependiente de la
capacidad glicolitica y de la reserva glicolitica, siendo estadisticamente significativa
a concentraciones de 0.3 y 1 yM respectivamente. En el caso de la linea celular
MDA-MB-468, se observa una diferencia estadisticamente significativa en la funcion
glicolitica desde concentraciones de 0.3 uM, logrando doblar la glicdlisis a una
concentracion de 1 yM de Mito-SG1. La reserva glicolitica se ve disminuida al igual
que, en los resultados presentados de la linea celular MDA-MB-231. En la linea
celular MCF7, ocurre un efecto opuesto en la capacidad glicolitica, la cual aumenta
de forma dosis dependiente de Mito-SG1 y es estadisticamente significativa para
de 0.3 y 1 uM de mito-SG1. La afectacion en la reserva glicolitica es similar a la
observada para las lineas celulares de TNBC.

Procedimos a realizar una evaluacion del radio OCR/ECAR basal Figura Il- 39, bajo
exposicién a 10mM de glucosa; posterior a la inyeccion de oligomicina; y posterior
a la inyeccion de 2DG. Segun lo que esperabamos, la exposicion a 1 uM de Mito-
SG1 en condiciones basales y en medio sin glucosa y piruvato, presenta una
disminucién del OCR en comparacion con el control, y no se observa aumento de
la ECAR, debido a la ausencia de glucosa y piruvato en el medio.
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Al inyectar 10 mM de glucosa, se observa un incremento en la glicélisis, mas notorio
en las células tratadas con Mito-SG1 que en las células control. Es de resaltar que
una vez las células son expuestas a oligomicina, tanto el control como las células
tratadas con Mito-SG1 disminuyen el OCR y aumentan aun mas la glicélisis. El
comportamiento del control nos demuestra, que al inhibir la respiracion celular las
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Figura II- 38 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en la funcién glicolitica de las lineas
celulares TNBC y no TNBC.

La linea celular MDA-MB-231 (A), MDA-MB-468 (B) y MCF7 (C) fueron tratada por 24 horas con diferentes
concentraciones de Mito-SG1. Se utilizé el XF Cell Glycolysis Stress Test para evaluar la funcion glicolitica,
capacidad glicolitica y reserva glicolitica de las células control versus diferentes concentraciones de Mito-SG1.
A la derecha se observa el comportamiento en la tasa de acidificacion extracelular versus el tiempo, donde las
lineas continuas representan las inyecciones de glucosa, oligoomicina y 2DG. A la izquierda se presenta la
media normalizada por concentracion de proteinas +/- ESM de cada una de las caracteristicas evaluadas. Para
los experimentos n=3. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001.
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Figura lI- 39 Comportamiento del radio OCR/ECAR durante la evaluacion de la glicdlisis.

Representacion bidimensional del radio OCR/ECAR durante las distintas etapas del XF Cell Glycolysis Stress
Test. A) Esquema de diagramacion, donde cada punto representa el estadio basal, aumento de la glicélisis por
la inyeccion de glucosa; inhibicion de la fosforilacion oxidativa (FosOx) debida a la inyeccion con oligomicina, y
por ultimo, la inhibicién de la glicdlisis por el uso de 2DG. Se grafican las lineas celulares MCF7 (B), MDA-MB-
231 (C) y en MDA-MB-468 (D).

células utilizan la glicdlisis como mecanismo compensatorio, ante el déficit de
respiracion celular practicamente generando un mismo radio OCR/ECAR que las
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células tratadas con Mito-SG1. Al inhibir la glicolisis con 2DG, y debido a que la
respiracion celular estaba inhibida con oligomicina, las células retornan a su radio
OCR/ECAR basal, con la diferencia que el control presenta un OCR similar al
presentado por las células previamente tratadas con Mito-SG1 en su estado basal.

Lo anterior nos ratifica que Mito-SG1 inhibe la respiracion celular y estimula el uso
de la glicolisis para soportar la demanda energética, sin embargo, como lo podemos
observar en la Figura Il- 38, la reserva glicolitica no es suficiente para contra-restar
los efectos citotdxicos ocasionados por el compuesto conllevando la activacion de
la apoptosis y muerte celular (Figura ll- 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13 y 14).

2.3.6 Evaluacion de la distribucion del uso de las principales fuentes de
carbono, bajo el tratamiento con Mito-SG1.

Para la evaluacion de como se redistribuyen las principales fuentes de carbono bajo
el tratamiento con Mito-SG1, se utilizd6 el XF Mito Fuel Flex Test Kit. La mayor
cantidad de energia producida por las células es derivada a partir de tres
combustibles o fuentes de carbono: glucosa, glutamina y acidos grasos. La
dependencia y flexibilidad para usar cada una de estas fuentes de carbono, se
puede evaluar al medir la disminucion en el OCR por la inhibicion de cada fuente.
Es relevante determinar si la disminucion en la respiracion celular debida al
tratamiento con Mito-SG1, se correlaciona con la disminucién o aumento de la
dependencia de una fuente de carbono especifica, o a una afectacion directa sobre
los complejos mitocondriales. En este proyecto se evalué la afectacion del
tratamiento de Mito-SG1 sobre la dependencia, capacidad y flexibilidad de glucosa,
glutamina y acidos grasos; sin embargo, no se determiné el efecto de Mito-SG1
sobre los complejos mitocondriales, por temas presupuestales.

Se procedié a evaluar las dos lineas celulares de TNBC MDA-MB-231 (Figura II-
40) y MDA-MB-468 (Figura ll- 41), debido a la disponibilidad de los recursos no fue
viable realizar este ensayo en la linea celular de MCF7. La densidad celular utilizada
para MDA-MB-231 y MDA-MB-468 fue de 50.000 células por pozo, cultivo por 24
horas con y sin tratamiento de Mito-SG1 a 1 uM.

Los tres inhibidores utilizados fueron: UK5099, BPTES y Etomoxir. El UK5099 es un
inhibidor de la via de oxidacion de la glucosa, dado que bloquea el transportador
del piruvato a la mitocondria; EI BPTES, es un inhibidor de la oxidacion de la
glutamina, dado que actua como inhibidor alostérico de la glutaminasa 1, impidiendo
que la glutamina se convierta en glutamato, el cual a su vez es convertido a alfa-
keto-glutarato, y de esta forma pueda ingresar al ciclo de acido tricarboxilico; el
Etomoxir, es un inhibidor de la via de oxidacién de los acidos grasos de larga
cadena, dado que inhibe la palmitoil-carnitina transferasa 1A, la cual es clave para
la translocacion de los acidos grasos de larga cadena desde el citosol a la
mitocondria para la beta-oxidacion.
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Se presenta en la Figura II- 40 los resultados de la evaluacién de las principales
fuentes de carbono en MDA-MB-231. En las células sin tratamiento se puede
afirmar que existe una mayor dependencia de la glucosa (39%) y de los acidos
grasos (36%), para mantener la respiracioén celular y, por ende, la produccion de
ATP, en comparacién con la dependencia observada de glutamina (6%). La
flexibilidad para aumentar la oxidacién de los acidos grasos (63%) y de la glutamina
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Figura lI- 40 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en la contribucion a la tasa de consumo
de oxigeno de las principales fuentes de carbono en la linea celular MDA-MB-231.

La linea celular MDA-MB-231 fue tratada a una concentracion de 1 yM de Mito-SG1 por 24 horas. Se utilizé el
XF Mito Fuel Flex Test para evaluar la contribucion en el mantenimiento de la tasa de consumo de oxigeno, de
la oxidacion de las principales fuentes de carbono: glucosa (A), glutamina (B) y acidos grasos (C). En la primera
fila se observa la cuantificacion de la dependencia, capacidad y flexibilidad de las células de acuerdo con el
tipo de fuente de carbono evaluada, a partir del comportamiento en el consumo de oxigeno a medida que se
inyectaban los correspondientes inhibidores. En la segunda y tercera fila, se observa el comportamiento en la
tasa de consumo de oxigeno de las células control y las tratadas con Mito-SG1, versus el tiempo; donde las
lineas discontinuas y continuas, representan la primera y segunda inyeccion de los inhibidores
respectivamente. Para la determinacion de la dependencia, la primera inyeccion corresponde a la inhibicion de
la via que se evalla, y la segunda inyeccion corresponde a la inhibicién de las dos vias no evaluadas. Se
presenta la media normalizada por concentracion de proteinas +/- ESM. Para los experimentos n=4. *, p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001.
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(25%), es mayor que, la observada con glucosa (10%). Adicionalmente, estas
células presentan una mayor capacidad para sostener la respiracion celular con la
oxidacion de acidos grasos (99%), que la presentada por la glucosa (50%) y la
glutamina (30%). Es de resaltar, que el tratamiento con Mito-SG1 no afecta de forma
significativa la dependencia, capacidad y flexibilidad del uso de glucosa (Figura II-
40A) y acidos grasos (Figura Il- 40C), como fuentes de carbono para la respiracion
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Figura lI- 41 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en la contribucion a la tasa de consumo
de oxigeno de las principales fuentes de carbono en la linea celular MDA-MB-468.

La linea celular MDA-MB-468 fue tratada a una concentraciéon de 1 uM de Mito-SG1 por 24 horas. Se utilizé el
XF Mito Fuel Flex Test para evaluar la contribucion en el mantenimiento de la tasa de consumo de oxigeno, de
la oxidacion de las principales fuentes de carbono: glucosa (A), glutamina (B) y acidos grasos (C). En la primera
fila se observa la cuantificacion de la dependencia, capacidad y flexibilidad de las células de acuerdo con el
tipo de fuente de carbono evaluada, a partir del comportamiento en el consumo de oxigeno a medida que se
inyectaban los correspondientes inhibidores. En la segunda y tercera fila, se observa el comportamiento en la
tasa de consumo de oxigeno de las células control y las tratadas con Mito-SG1, versus el tiempo; donde las
lineas discontinuas y continuas, representan la primera y segunda inyeccién de los inhibidores
respectivamente. Para la determinacion de la dependencia, la primera inyeccion corresponde a la inhibicién de
la via que se evalla, y la segunda inyeccion corresponde a la inhibicion de las dos vias no evaluadas. Se
presenta la media normalizada por concentracion de proteinas +/- ESM. Para los experimentos n24. *, p<0.05,
** p<0.01, ***, p<0.001.
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celular; sin embargo, si disminuye la capacidad (16% vs 30%) y flexibilidad (2% vs
25%) de la célula para oxidar la glutamina Figura II- 40B en comparacién con las
células sin tratamiento.

En el caso de la linea celular MDA-MB-468 Figura Il- 41, observamos que existe
una mayor dependencia de la glucosa (37), siendo nula la dependencia de la
oxidacion de la glutamina y los acidos grasos. Adicionalmente se observa que la
glucosa, asi como la glutamina y los acidos grasos, presentan tanto capacidad y
flexibilidad similar, sin predominio especifico sobre una via.

En el caso del tratamiento con Mito-SG1, se observa que las células aumentan
dramaticamente la dependencia por la oxidacion de los acidos grasos para el
soporte de la respiracion celular en comparacion con el control (45% versus 0%).

Por otra parte, Mito-SG1 disminuye la capacidad de la glucosa y la glutamina para
soportar la OCR cuando las vias alternas son inhibidas; asi como, la habilidad de
incrementar la oxidacion de las tres principales fuentes de carbono, en orden de
compensar dicha inhibicion.

140



2.4 OBJETIVO ESPECIFICO 4

Valorar los efectos sinérgicos o aditivos, de Mito-SG1 con doxorrubicina y 2-
DG en lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468).

En la actualidad los tratamientos utilizados para cancer de seno triple negativo son
altamente toxicos y carecen de selectividad, generando efectos colaterales que
comprometen la calidad de vida, asi como, la tasa de supervivencia de los
pacientes. Mito-SG1, ademas de ser un compuesto selectivo, podria utilizarse
simultdaneamente con las terapias actualmente aprobadas para TNBC (como
doxorrubicina), con el objeto de: potencializar los efectos citotoxicos sobre las
células tumorales; minimizar la dosis efectiva de la quimioterapia; y, por
consiguiente, reducir los efectos adversos.

Por otra parte, recientes investigaciones en el desarrollo de alternativas terapéuticas
se han enfocado en explotar las diferencias bioquimicas en el metabolismo de las
células tumorales y las normales (172). Se han estudiados diversos agentes que
inhiben la glicdlisis en sistemas celulares y en modelos animales con resultados
positivos; sin embargo, son pocos los resultados similares en humanos, la mayoria
debido a los efectos adversos a la dosis-limite utilizada (173). Uno de los
compuestos anti-glicoliticos mas frecuentemente utilizados es el compuesto 2-
deoxy-D-glucosa (2-DG), el cual es fosforilado por las hexokinasas vy
subsecuentemente inhibe la sintesis de ATP por la via glicolitica. No obstante,
debido a la alta concentracion de 2DG donde logra la inhibicion de la produccion del
ATP (~20 mmol/L), la eficacia del tratamiento se ha visto limitada por la toxicidad
sistémica presentada en los ensayos clinicos para el tratamiento de glioma (174).
Novedosas estrategias han sido propuestas, “hipersensibilizando” a las células
tumorales con el uso combinado de inhibidores mitocondriales o Mito-compuestos
con 2DG (175).

Dado el interés de evaluar el potencial uso de Mito-SG1 con doxorrubicina, asi
como, con el agente glicolitico 2DG, se procedio a determinar el tipo de interaccion
presente entre los compuestos, por medio del ensayo de MTT y basados en el
método Chou-Talalay (158). EI método de Chou-Talalay para la evaluaciéon de
combinacion de drogas, esta basado en la ecuacion de efecto-medio derivada del
principio de ley de accién de masas. El indice de combinacion resultante (Cl, por
sus siglas en inglés Combination Index) del teorema de Chou-Talalay ofrece una
definicion cuantitativa para efecto aditivo (Cl=1), sinergismo (Cl<1) y antagonismo
(CI>1) en combinaciones de drogas. El detalle de la ecuacion para el calculo del Cl
se puede observar en item 1.5.4 de la metodologia (Capitulo I).
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Segun Chou (176), en los estudios in vitro, el método de evaluacion deberia
contemplar tanto el isobolograma, como el célculo del Cl y el indice de reduccion
de dosis (IRD). Los tres parametros se pueden obtener con del software de analisis
Calcusyn (156, 157), a partir de la curva dosis respuesta. El isobolograma es un
grafico que presenta las combinaciones equipotentes de varias dosis, de dos
drogas. llustra de manera semicuantitativa el efecto aditivo, sinergismo, o
antagonismo a diferentes dosis.

En la Figura |l- 42 se observa un isobolograma clasico, utilizado cuando los radios
de las drogas usadas son constantes, como es el caso del presente estudio. En el
eje Y se grafica el ICso, IC75 e ICg0 de la droga D1; y en el eje X los correspondientes
de la droga D2. Se traza la isobola, que corresponde a la linea recta entre las
correspondientes dosis de cada una de las drogas a evaluar. Si el IC de la
combinacion de las drogas D1+D2 cae sobre la hipotenusa trazada, se considera
que la interaccion es de tipo efecto aditivo; si cae por debajo, se considera
sinergismo; si cae por encima, antagonismo (176).

807 1c)y
para (D ICqso A—h
r d |C?5 | = ]
ICso A

Antagonismo

(IC)zs

Sinergismo

(D)2 (nM)

D1+D2 —

0.0 ) 0.5 ) 1.0 ) 15 ) 2:0 25
(D)4 (uM)
Figura ll- 42 Isobolograma clasico para ICso, IC75 e ICgo € interpretacion.

Fuente: Tomado y adaptado de “Chou TC. Theoretical basis, experimental design, and computerized simulation
of synergism and antagonism in drug combination studies. Pharmacol Rev. 2006 Sep;58(3):621-81".

Para la interpretacion del Cl, nos basaremos en la Tabla II- 6 establecida por Chou
y Talalay, en la que se identifica de acuerdo con el valor obtenido del Cl, el tipo de
interaccidn encontrada (desde sinergismo muy fuerte hasta antagonismo muy
fuerte).

El Cl es un buen factor para determinar si realmente existe sinergismo, ya que
contempla no sélo la potencia conocida como la dosis media efectiva (Dm), sino
también la pendiente (m) y el coeficiente de correlacion (r). Una pendiente igual a 1
significa que, la curva tiene una forma hiperbdlica, tal como los sistemas cinéticos
siguiendo el comportamiento de la ecuacion de Michaelis Menten (modelo tipico del
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comportamiento enzimatico); m>1, corresponde a una curva de tipo sigmoidal,
donde pequenos cambios pueden generar efectos mayores, evidenciando
cooperativismo en la interaccion (cinética no Michaeliana, ejemplo: cinética
oxigeno-hemoglobina); m<1, una curva sigmoidal aplanada, donde el cooperatismo
es negativo, como en los sistemas cinéticos aldstericos. El coeficiente de
correlacion nos determina que tanto la data obtenida es conforme con el principio
de la ley de accion de masas, estimando como muy buena conformidad un valor de
r >0.97 (159).

El IRD, nos provee la medida de que tantas veces puede ser reducida la dosis de
una droga en una combinacion sinérgica, para lograr un efecto determinado,
comparada con la dosis de cada droga individualmente (176). El IRD se puede
determinar para una dosis efectiva especifica como: ICso, IC75 e IC9. Un IRD>1, es
benéfico, pero no necesariamente significa la existencia de sinergia. Valores altos
del IRD indican una gran reduccion de la dosis, que logra el efecto terapéutico
deseado, minimizando los efectos individuales del uso de altas dosis de los
compuestos individuales.

2.4.1 Mito-SG1 potencia los efectos citotoxicos de doxorrubicina,
presentando un efecto sinérgico en la linea celular MDA-MB-468 y un
efecto aditivo en MDA-MB-231.

Para una correcta
Tabla II- 6 Descripcion de sinergismo o antagonismo en estudios de

_evaluaCI_(?n de la combinacion de drogas analizados con el método de indice de
interaccion entre dos combinacion.

compuestos, es -

. . Rango del indice de Descripcion
necesario Qetermlnar la combinacién p
curva dosis respuesta o p— —

<
de IOS CompueStOS . Inergismo muy tuerte
individuales D1y D2, asi 0.1-0.3 Sinergismo fuerte
como, de la 0.3-0.7 Sinergismo
. ‘. +
Combl,namon de D1 D2, 0.7-0.85 Sinergismo moderado
preferiblemente con un R
radio constante entre 0.85-0.90 Sinergismo leve
los mismos. Para la 0.90-1.10 Casi aditivo
evaluacion de v la 1.10-1.20 Antagonismo leve
interaccién entre Mito-
.. 1.20-1.45 Antagonismo moderado

SG1 y doxorrubicina, se
utilizaron 1.45-3.3 Antagonismo
concentraciones 3.3-10 Antagonismo fuerte
equimolares, debido a >10 Antagonismo muy fuerte

I rv n |

o observado e .as Fuente: Tomado y adaptado de “Chou TC. Theoretical basis, experimental
curvas .de_ . dosis- design, and computerized simulation of synergism and antagonism in drug
respuesta individuales. combination studies. Pharmacol Rev. 2006 Sep;58(3):621-81".
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Como podemos apreciar en la Figura lI- 43, se presentan las curvas dosis respuesta
de los compuestos Mito-SG1 y doxorrubicina en las lineas celulares MDA-MB-231
(A) y MDA-MB-468 (B) respectivamente. Tal como se observé en el primer objetivo,
MDA-MB-468 es mas sensible al compuesto Mito-SG1 (IC50=1.36 uM) versus MDA-
MB-231 (IC50=3.22 pM); asi como con el compuesto doxorrubicina. Segun la curva
de dosis respuesta, se observa que en las dos lineas celulares la combinacién
equimolar logra disminuir el ICso tanto de Mito-SG1, como de doxorrubicina.
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Figura Il- 43 Curva dosis respuesta e isobolograma de la interaccion de Mito-SG1 con Doxorrubicina.
Las lineas celulares TNBC fueron tratadas por 48 horas con Mito-SG1, doxorrubicina y la mezcla equimolar de
los respectivos compuestos. En la parte superior se grafican las curvas dosis respuesta de MDA-MB-231 (A) y
MDA-MB-468 (B), usando el software GraphPad Prims 5.0. Por medio del software Calcusyn se calcularon los
ICs0’s. En la parte inferior se observan los isobologramas para ICso, IC75 e ICg0 para cada linea celular MDA-
MB-231 (C) y MDA-MB-468 (D), asi como una ampliacion del isobolograma correspondiente al I1Cso.

Los isobologramas en la Figura IlI- 43 nos presentan, el tipo de interaccién entre
Mito-SG1 y doxorrubicina de acuerdo con el ICso, IC75 e IC90. Observamos que en
la linea celular MDA-MB-231 se presenta un efecto aditivo para ICso e IC7s, y
antagonico a un ICg (Figura Il- 43C). En el caso de MDA-MB-468 se observa que
el punto de convergencia de los compuestos en combinacion equimolar cae debajo
de la hipotenusa en cada una de dosis efectivas evaluadas ICso, IC75 € [Coo,
determinando sinergismo entre Mito-SG1 y doxorrubicina.

Al observar el indice de combinacion para cada dosis efectiva evaluada, se aprecia
una buena correspondencia con los isobologramas, donde se encuentra para MDA-
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MB-231 (Tabla II- 7) a dosis ICso0 e 1C75 un efecto aditivo segun la Tabla Il- 6 asi
como para la dosis ICg0, antagonismo leve. En el caso de MDA-MB-468, sinergismo
fuerte para ICso; sinergismo para ICrs; y efecto aditivo para 1Cg. Se observa que
Mito-SG1 en las dos lineas celulares presenta una curva de tipo sigmoidal (m>1);
doxorrubicina, de tipo sigmoidal plano (m<1); y la combinacién D1+D2, segun el tipo
de pendiente (m<1) de bajo cooperativismo entre los compuestos. Se observa que
todas las curvas de dosis respuesta son conformes al principio de la ley de accion
de masas.

Tabla lI- 7 indice de combinaciéon de Mito-SG1 con los diferentes compuestos evaluados en las lineas
celulares de TNBC.

Indice de Parametros
Combinaciona Dosis-efecto
ICsp IC;5 ICq Dm (pM) m r
MDA-MB-231
Mito-SG1 3.22 1.302 0.9766
2DG 1651 0.531 0.9822
Doxorrubicina 1.01 0.798 0.9769
Mito-SG1 + 2DG (1:1000) 0.445 0.427 0.572 0.486+486 0.766 0.9775
Mito-SG1 + Doxorrubicina (1:1) 0.972 1.029 1.162 0.75 0.859 0.9729
MDA-MB-468
Mito-SG1 1.36 1.557 0.9631
2DG 4775 0.655 0.9751
Doxorrubicina 0.347 0.916 0.9765
Mito-SG1 + 2DG (1:1000) 0.491 0.675 1.010 0.520+520 0.938 0.9948
Mito-SG1 + Doxorrubicina (1:1) 0.126 0.342 0.981 0.0347 0.528 0.9165

Es de destacar que, a pesar de no encontrar sinergismo en todas la dosis (ICso, IC75
e ICo0), la interaccidén entre Mito-SG1 y doxorrubicina genera un IRD (Tabla II- 8)
mayor a 1 a dosis citotoxicas hasta del 90%, lo que significa que se logra disminuir
la dosis de ambos compuestos para lograr el mismo efecto terapéutico deseado con
una disminucion de los efectos colaterales. La reduccion en la dosis de Mito-SG1
debida a doxorrubicina oscila entre 1.93 a 53 veces; mientras que la reduccién de
la dosis de doxorrubicina, entre 1.29 a 15 veces.

La anterior data soporta el potencial terapéutico del uso de Mito-SG1 en

combinacion equimolar con doxorrubicina para el tratamiento de cancer de seno
triple negativo.
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Tabla II- 8 indice de reduccion de dosis Mito-SG1+Doxorrubicina en

TNBC.
indice de Reduccion de la Dosis
i:‘aef::;?i: Mito-SG1 Doxorrubicina
MDA-MB-231
0.035463 8.50 0.54
0.162126 9.13 1.29
0.323517 6.10 1.34
0.654982 5.27 2.26
0.868274 4.57 3.58
0.911221 1.93 1.87
0.916556 0.68 0.68
MDA-MB-468
0.557101 52.57 14.83
0.557366 15.78 4.46
0.626799 6.33 2.03
0.921483 6.62 5.09
0.933133 2.47 2.05
0.935193 0.76 0.64

2.4.2 Mito-SG1 sinergiza con 2DG en las lineas celulares de TNBC.

Para determinar los efectos citotdxicos de los compuestos sobre las lineas celulares
MDA-MB-231 y MDA-MB-468, los cultivos celulares fueron expuestos a diferentes
concentraciones de Mito-SG1 y 2DG por 48 horas, manteniendo un radio constante
de 1:1000, debido a la alta dosis requerida de 2DG para lograr la inhibicion de la
glicolisis.
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Tal como lo esperabamos, Mito-SG1 interactua con 2DG logrando reducir la dosis
ICs0 de ambos compuestos Figura Il- 44. Como podemos observar en las curvas
dosis respuesta, en las dos lineas celulares hay una notable disminucién de la
concentracion de 2DG utilizada para lograr una disminucion de la viabilidad celular.
Adicionalmente podemos observar, que a pesar de la mayor sensibilidad por 2DG
de la linea celular MDA-MB-231 (Figura II- 44C) versus MDA-MB-468 (Figura II-
44D), al adicionar Mito-SG1 en un radio 1:1000 con 2DG, se reduce el ICso de 2DG
a concentraciones similares (486 uM vs 520 uM) y de Mito-SG1 (0.486 uM vs 0.520
pMM).
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Figura lI- 44 Curva dosis respuesta e isobolograma de la interaccion de Mito-SG1 con 2DG.

Las lineas celulares TNBC fueron tratadas por 48 horas con Mito-SG1, 2DG y la mezcla a un radio 1:1000 de
los respectivos compuestos. En la parte superior se grafican las curvas dosis respuesta de MDA-MB-231 (A) y
MDA-MB-468 (B), usando el software GraphPad Prims 5.0. Por medio del software Calcusyn se calcularon los
ICs0’s. En la parte inferior se observan los isobologramas para ICso, IC75 € IC90 para cada linea celular MDA-
MB-231 (C) y MDA-MB-468 (D), asi como una ampliacion del isobolograma correspondiente al ICso.

Es evidente que, la inhibicion de la glicdlisis por 2DG en adicion con la afectacion
en la respiracion celular producida por Mito-SG1, generan el arma perfecta para
afectar la bioenergética mitocondrial, logrando un desequilibrio energético que
conlleva a la muerte celular. Esta interaccion es de tipo sinérgico tal como se puede
apreciar en los isobologramas de las dosis evaluadas (ICso, IC75 e ICo0) en las Figura
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lI- 44C y D; a excepcion de la linea células MDA-MB-468 en la dosis ICo donde se
observa un efecto casi aditivo.

Al observar el indice de combinacion para cada dosis efectiva evaluada, también se
aprecia una buena correspondencia con los isobologramas, donde se encuentra
para MDA-MB-231 (Tabla ll- 7) para todas las dosis: (ICso0, IC75 e ICg0) sinergismo
segun la Tabla Il- 6; en el caso de MDA-MB-468, sinergismo a dosis ICso e IC75, y
efecto casi aditivo para ICq. Se enfatiza que Mito-SG1 en las dos lineas celulares
presenta una curva de tipo sigmoidal (m>1); 2DG, de tipo sigmoidal plano (m<1); y
la combinacién D1+D2, segun el tipo de pendiente (m<1) de bajo cooperativismo
entre los compuestos. Se observa que todas las curvas de dosis respuesta son
conformes al principio de la ley de accién de masas.

Es de resaltar, que la interaccion entre Mito-SG1 y 2DG genera un IRD mayor a
1.72 a dosis citotoxicas hasta del 90%, lo que significa que se logra disminuir la
dosis de ambos compuestos para lograr el mismo efecto terapéutico deseado con
una reduccion de los efectos colaterales (Tabla II- 9). La disminucion en la dosis de
Mito-SG1 debida a 2DG oscila entre 1.32 a 17.63 veces; mientras que la reduccion
de la dosis de 2DG, entre 1.72 a 28 veces.

Los anteriores resultados soportan el potencial uso de Mito-SG1 en combinacién
con 2DG a un radio de 1:1000 para el tratamiento de TNBC, debido al efecto
sinérgico observado en las lineas celulares evaluadas.

Tabla II- 9 indice de reduccién de dosis Mito-
SG1+2DG en TNBC.

indice de Reduccién de la Dosis

Fraccion

Afectada Mito-SG1 2DG
MDA-MB-231
0.149884 2.09 28.33
0175786 0.90 9.84
0.318958 1.32 6.00
0639012 484 499
0.863005 17.63 4.41
0.898480 10.04 172
MDA-MB-468
0.056109 7.40 2.14
0.177563 5.09 4.59
0368321 321 6.98
0723152 2.52 20.69
0.847273 1.36 21.80
0.925042 0.68 22.18
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CAPITULO 1lI

DISCUSION
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3.1 EFECTOS ANTIPROLIFERATIVOS DEL AGENTE CATIONICO DIRIGIDO
A LA MITOCONDRIA MITO-SG1 EN TNBC

El cancer de seno triple negativo (TNBC) es el subtipo mas agresivo de cancer se
seno y presenta el peor pronostico. No responde a la terapia endocrina y presenta
resistencia al tratamiento quimioterapéutico estandar. Existe una necesidad critica
no satisfecha de buscar alternativas terapéuticas para maximizar los enfoques de
tratamiento, asi como, mitigar los mecanismos de resistencia.

Pelicano y colaboradores (45), publicaron que las lineas celulares TNBC, como
MDA-MB-231 y MDA-MB-468 presentan afectacion de la funcién mitocondrial y
dependencia mayor por la glicdlisis aun en condiciones aerdbicas en comparacion
con otros subtipos de cancer de seno (no TNBC, como las lineas celulares MCF7 y
T47D), lo cual puede soportar sus altas y rapidas tasas de crecimiento. Asimismo,
determinaron que TNBC se caracteriza por: una menor tasa de respiracion,
asociada con una disminucion en la expresién de las proteinas de los complejos
mitocondriales | y Ill; un incremento en la expresiéon de moléculas glicoliticas entre
las que se encuentran Glu1/4 y hexoquinasa Il (HKII); asi como, activacion de Akt
que promueve la glicdlisis. Se cree que el incremento en la toma de glucosa pueda
ayudar a proever intermediadios metabdlicos esenciales para la sintesis de lipidos
y acidos nucleicos via NADPH y PPP, los cuales son requeridos para mantener su
activa proliferacién. Lo anterior fue demostrado por Pelicano y colaboradores al
exponer los diferentes subtipos celulares a altas concentraciones de glucosa y
observar que TNBC aumenta considerablemente sus tasas de proliferacidon
dependiendo de la concentracion de glucosa en el medio. Los anteriores hallazgos
abren la posibilidad de explotar estas diferencias metabdlicas especificas como un
novedoso blanco terapéutico en el desarrollo de nuevos agentes antitumorales.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion desarrollo el mimético de
superoxido dismutasa, Mito-SG1, un nitroxido lineal de [(N-tertbutil-N-[1-
dietilfosfono-(2,2-dimetilpropil)], enlazado a un catién lipofilico de trifenilfosfina
(TPP*) por medio de una cadena alifatica de 10 carbonos; y la mito-metformina, el
sesibilizador de insulina metformina, también enlazada a TPP* y con cadena
alifatica de 10 carbonos. Estos compuestos cationicos lipofilicos, conocidos como
mito-compuestos, presentan una acumulacion selectiva en la mitocondria tumoral,
debido a su mayor potencial de membrana plasmatica y mitocondrial (mayor
negatividad interna) en comparacién con la células sanas (55, 177-180). Este
principio de potencial selectividad ha conllevado al desarrollo de numerosos
cationes lipolificos generando nuevas herramientas diagndsticas y agentes
antitumorales menos téxicos que los actualmente utilizados. Entre los agentes
antitumorales selectivos dirigidos a la mitocondria, aquellos conjugados al catidn
TPP*, han demostrado ser mas eficientes en inhibir la proliferacion celular (181).
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El éxito de los mito-compuestos depende ademas de la molécula de union elegida
al catiéon de TPP*, a la acumulacién selectiva del compuesto en la mitocondria. La
acumulacion del mito-compuesto se debe no solo a la carga de las moléculas y del
potencial de membrana mitocondrial, sino también a la dinamica del proceso de
equilbrio, el cual es significantemente dependiente de la lipofilicidad del cation. La
energia de barrera de algunos compuestos hidrofilicos puede ser tan alta que aun,
el conjugarlos a un cation de TPP* no es suficiente para conducirlos a la mitocondria
(182, 183). Una alternativa demostrada para lograr aumentar la hidrofobicidad de la
molécula es la elongacion de la cadena alifatica. Este hecho ha demostrado que
aumenta la toma del mito-compuesto en la mitocondria, en comparacion con un
alquil simple de TPP*. Se ha determinado que la cadena alifatica de 10 carbonos
genera suficiente lipofilicidad para lograr la acumulacién, disminuyendo la toxicidad
general del compuesto. Un compuesto con menos carbonos en menos toxico, pero
no se acumula de forma preferente, mientras que uno con una cadena alifatica
mayor a 10 carbono, es toxico hasta para las células sanas (52, 184). Los actuales
mito-compuestos que han demostrado actividad antitumoral y acumulacion
selectiva como, Mito-Q, Mito-CP o Mito-Tempol, estan formados con cadenas
alifaticas de 10 carbonos (7, 11, 58, 137-139).

En este trabajo se reporta por primera vez el estudio de las propiedades
antitumorales de los compuestos Mito-Met y Mito-SG1 en TNBC, ambos
compuestos sintetizados y caracterizados por los doctores Micael J. Hardy y Olivier
Ouari del laboratorio SREP de la Universités Aix-Marseille, Francia. Para el presente
estudio se definieron dos tipos de lineas celulares: TNBC y no TNBC. Las células
TNBC utilizadas fueron MDA-MB-231 y MDA-MB-468. Ambas lineas celulares son
triple negativas, es decir, no presentan receptores para estrogenos, progesterona y
HER2. Las dos lineas celulares presentan mutacion del oncogén TP53, afectando
la expresion de la proteina conocida como guardidan del genoma pS53.
Adicionalmente estas dos lineas celulares fueron escogidas porque cada una de
ellas presenta diferentes vias de sefalizacion sobre-expresadas, que ayudan en
sus altas tasas de proliferacion y supervivencia, como lo son: mutaciones en Ras,
en el caso de MDA-MB-231; y en la via Akt, por mutacion en el supresor PTEN, en
el caso de MDA-MB-468. Dentro del grupo no TNBC, se incluy6é T47D y MCF7, esta
ultima, debido a que es la unica linea celular que no tiene mutacion del gen TP53.
Ambas lineas celulares presentas mutacion en PIK3CA, encargado de codificar
PI3K, importante mediador en la via PISBK/AKT/mTOR.

Una vez evaluados los dos compuestos (Mito-Met y Mito-SG1), se eligio el
compuesto que presento actividad antitumoral en las 4 lineas celulares evaluadas
a la menor concentracién, como lo fue Mito-SG1, cuya dosis ICso evaluada por el
ensayo de MTT para todas las lineas celulares analizadas fue menor a 3 uM, en
comparacion con Mito-Met que presentd IC50°s mayores a 100 yM. Los resultados
obtenidos con Mito-Met en cancer de seno no fueron los esperados, dado los
prometedores resultados evidenciados en cancer de pancreas, donde se observd
la dosis ICso a concentraciones de 1 uM de Mito-Met, mil veces menor que con su
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compuesto parental metformina (147). Se espera con recursos de préximos
proyectos sintetizar nuevas y mas estables formas del compuesto, dado su gran
potencialidad antitumoral.

Por su parte, Mito-SG1 demostro actividad citotoxica antitumoral en el ensayo de
MTT, SYTOX Green e inhibicion de la proliferacién celular (Figura lI- 2, 4 y 5), mas
no sus compuestos parentales SG1y TPP (Figura ll- 3y 4). Lo cual demuestra que
su actividad antitumoral esta dada por sus propiedades como mito-compuesto y no
por toxicidad de los compuestos parentales. Como lo esperabamos, Mito-SG1 no
gener6 muerte celular en la linea celular epitelial de seno MCF10A a las
concentraciones con actividad antitumoral del compuesto, demostrando asi su
selectividad y seguridad en el tratamieno de cancer de seno.

Una de las caracteristicas de las células tumorales es su capacidad de formar
colonias, lo que nos permite evaluar su capacidad de divisiéon y crecimiento. El
ensayo de formacion de colonias es el método de eleccion para la evaluacion de
nuevos compuestos antitumorales. Como lo podemos observar en la Figura Il- 6,
Mito-SG1 mas no SG1, a concentraciones micromolares logré una disminucion en
la formacion de colonias tanto en lineas celulares de TNBC, como en no TNBC.
Adicionalmente las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231 tratadas con Mito-SG1,
presentaron una disminucion en la migracion celular como podemos observar en la
Figura II- 7. En conjunto los anteriores resultados respaldan el potencial antitumoral
que ejerce Mito-SG1 en TNBC y no TNBC, independiente del estatus de p53, y de
la via de sefnalizacion sobre-expresada en cada subtitpo celular.

Después de determinar los efectos citotoxicos selectivos procedimos a evaluar si,
al igual que otros mito-compuestos (58, 138, 185), el mecanismo de muerte celular
estimulado por Mito-SG1 era apoptosis, lo que confirmaria también la disrupcion
mitocondrial. La disrupcion de la apoptosis ha tenido importantes implicaciones en
varios tejidos tumorales y es actualmente explotada como una estrategia
antitumoral. Unido al hecho de que la apoptosis causa un minimo dafo a los tejidos
vecinos con una minima respuesta inflamatoria, las terapias basadas en la muerte
celular por apoptosis se han convertifo en el centro de atraccion para el desarrollo
de drogas antitumorales.

Como primer estudio, se procedié a determinar la afectacion de la morfologia
nuclear por medio de la tincion con DAPI, en células expuestas a diferentes
concentraciones de Mito-SG1 Figura Il- 9. Este ensayo nos permitio el uso eficiente
de los recursos, porque pudimos elegir las concentraciones y el tiempo de
tratamiento adecuados para lograr identificar con otros test, parametros claves de
la apoptosis. La anexina V es una proteina recombinante que se une
especificamente a residuos de fosfatidil serina, los cuales se encuentran expuestos
en la cara externa de la membrana plasmatica, y es un biomarcador efectivo en
células apoptoticas (186, 187), en este trabajo se encontr6 que tanto las lineas
celulares TNBC como no TNBC, presentaron traslocacion de la fosfatidil serina
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(Figura ll- 10, 11 y 12). Sin embargo, a pesar de usar un doble marcador con SYTOX
Green para MCF7 y loduro de propidio para las lineas celulares TNBC, no era
posible diferencia la apoptosis tardia de la necrosis con exposicion de fosfatidil
serina. Una caracteristica temprana de la apoptosis presentada por Mito-SG1 fue la
despolarizacion de la membrana mitocondrial de forma dosis dependiende,
independiente del estatus de p53 como podemos observar en las lineas celulares
TNBC y MCF7 (Figura Il- 16). Los cambios en el potencial de membrana pueden
ocasionarse dado a la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial,
permitiendo la liberacidn del citocromo c, al citosol tal como lo podemos observar
por medio de la técnica de western blot en la Figura ll- 14. La liberacion de citocromo
c, activa a la proteina APAF1 y en presencia de dATP, se forma el apoptosoma
responsable de la activacién de la procaspasa 9, la cual activa las capasas efectoras
3/7, lo que fue detectado por citometria de flujo (Figura II- 13).

Los anteriores resultados soportan los efectos antitumorales y apoptoticos del
compuesto Mito-SG1 en las lineas celulares TNBC y no TNBC, independiente de
las vias de senalizacion sobre-expresada en las lineas celulares evaluadas. La
afectaciéon de Mito-SG1 sobre la respiracion celular, genera aumento de ROS
mitocondrial Figura Il- 18-20, que podria ser el responsable de la activacion de
apoptosis. Por otra parte, también podria ser un mecanismo por medio del cual se
genere la permeabilizacion del poro de transicion mitocondrial. Es importante
adelantar futuros estudios para determinar el papel que juegan proteinas anti-
apopototicas y pro-apoptéticas, asi como, especificamente que via de caspasas
lidera el proceso, dado la importancia de la apoptosis en los procesos de resistencia
que presenta TNBC a las terapias convencionales.
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3.2 AFECTACION DE LA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL COMO
MECANISMO ANTITUMORAL DE MITO-SG1

La mitocondria es un organelo bioenergético, biosintético y encargado de multiples
vias de senalizacion que sensan los cambios del ambiente para permitir la
adaptacion celular. Es por esto, que no es sorprendente que la mitocondria sea un
importante mediador de la tumorigénesis, dado que este proceso requiere
flexibilidad para adaptar las células a los cambios del ambiente, asi como, a los
generados por los tratamientos actualmente desarrollados.

La mayoria de las células tumorales metabolizan glucosa a lactato bajo condiciones
aerobicas, lo cual es conocido como efecto Warburg (86). La razén del porqué las
células tumorales eligen la glicdlisis a pesar de su baja eficiencia para la produccién
de ATP es desconocida hasta el momento. Warburg propuso que la mitocondria de
este tipo de células era disfuncional, forzando a las células a depender de la
glicdlisis para suplir su demanda energética. Estudios posteriores demostraron que
la mayoria de las células de cancer tienen una mitocondria funcional, tal como lo
observamos en la linea celular MDA-MB-231 en el presente estudio (Figura II- 22),
al potencializar la respiracién mitocondrial reemplazando la glucosa como fuente de
carbono por galactosa. Estudios mas recientes con el uso de los mito-compuestos
como Mito-CP y Mito-Tempol (135, 138, 183), mostraron por primera vez evidencia
que la afectacion de la respiracion celular generaba efectos antiproliferativos en
células tumorales. Hasta este momento, todos los esfuerzos en el desarrollo de
nuevos tratamientos con dianas metabdlicas estaban dirigidos a la inhibicion de la
glicolisis. Ahora entendemos que, mientras en algunos casos el dafio mitocondrial
conduce el efecto Warburg, muchas células tumorales que presentan un
metabolismo tipo Warburg, poseen una respiracion mitocondrial intacta y algunos
subtipos de cancer realmente dependen de la respiracidon mitocondrial.

Existe una fuerte evidencia que correlaciona altas tasas de proliferacion celular y
agresividad del fenotipo tumoral, con un aumento de la glicélisis (188-191). Y por
esta razon, por afos estuvo en segundo plano la respiracidn celular como diana
terapéutica en cancer, debido a que se pensaba habia una disfuncién mitocondrial
que generaba una dependencia de la glicélisis para soportar el crecimiento tumoral.
Gracias a décadas de estudio sobre la respiracién mitocondrial en cancer se han
abierto nuevas fronteras, generando un marco de trabajo mucho mas amplio, con
funciones adicionales de la mitocondria en cancer e identificando un importante rol
pleiotropico en el proceso tumorigénico. Por mucho tiempo se pensoé que la principal
funcion de la mitocondria era unicamente la produccion de ATP, por lo cual ha
recibido el apodo de “powerhouse of the cell”. Sin embargo, la mitocondria esta a
cargo de funciones mas alla de la produccion de energia, entre las que se incluyen
la generacién de ROS, moléculas redox, metabolitos, regulacion de procesos de
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sefializacion y muerte celular, asi como, del metabolismo biosintético. Este abanico
de funciones de la mitocondria en las células sanas es muy importante para sensar
el estrés celular y permitir las adaptaciones celulares al ambiente. En el caso de las
células malignas no existe un unico rol en el papel de la mitocondria en el desarrollo
tumoral o agresividad del fenotipo tumoral. La flexibilidad mitocondrial juega un
importante papel en el crecimiento y sobrevida tumoral, en ambientes hostiles como
en la hipoxia, deplecion de nutrientes y en los mismos tratamientos antitumorales.
Las caracteristicas de la mitocondria en los diferentes subtipos de cancer varian
dependiendo de la genética, ambiente y tipo de tejido del cual se originan.

En el caso de cancer de seno, se ha observado una diferencia marcada en la tasa
de glicdlisis y la respiracion celular entre los subtipos de cancer de seno triple
negativo y receptores-positivos (6 no TNBC). El aumento de la glicdlisis en este
subtipo de cancer se correlaciona con un aumento en la expresion de
transportadores de glucosa y de hexoquinasas, asi como, la disminucién de la
respiracion se correlaciona con una disminucion en la expresion de proteinas de los
complejos mitocondriales | y Ill. A pesar de que TNBC presenta una disminucion en
la respiracion celular demostrado por una menor tasa de consumo de oxigeno
(OCR), que las lineas celulares no TNBC, existe una dependencia de la misma para
asegurar el mantenimiento de la proliferacion celular.

Lo anterior es evidenciable con la actividad antiproliferativa de Mito-SG1 en TNBC,
la cual es debida a la afectacion que genera en la respiracion celular. Mito-SG1 de
manera dosis-tiempo-dependiente generd disminucion de la tasa de consumo de
oxigeno en TNBC (Figura llI- 26 y 27). De la misma forma, el tratamiento por 24
horas con Mito-SG1 a concentraciones micromolares disminuyo la tasa de consumo
de oxigeno basal, la maxima capacidad respiratoria, la reserva de la capacidad
respiratoria y la respiracion acoplada (Figura Il- 29). Al evaluar el mapa
bioenergético se observa que al aumentar la concentracion o el tiempo de
exposicion de las lineas celulares a Mito-SG1, existe una disminucion en la
respiracion celular con un aumento en la tasa de acidificacion extracelular que, en
determinado punto, se vuelve insuficiente para mantener la demanda energética y
se refleja en la inhibicidon del crecimiento y proliferacién celular (Figura ll- 4, 5y 6).
Al estudiar a fondo la afectacion del fenotipo energético se encuentra que, Mito-SG1
a una concentracion de 1 pM, drasticamente genera una disrupcion mitocondrial
afectando la capacidad celular de aumentar su respiracién, y conllevando a soportar
a través de la glicdlisis los requerimientos energéticos celulares (Figura ll- 33, 34 y
35).

Por otra parte, se propuso en este estudio la traslacion del concepto de indice
bioenérgetico (IB) propuesto por el Dr Victor Darley Usmar (171), al analisis
dinamico del impacto bioenergético de Mito-SG1 en TNBC. El concepto de Bl el
cual, inicialmente se desarrollé como un test clinico para determinar la progresion
de la enfermedad y respuesta al tratamiento por medio de la determinacién de la
funcidén energética de leucocitos y plaquetas, contempla el analisis conjunto de 4
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parametros claves de la respiracion celular. Segun la propuesta del Dr Usmar, un
bajo indice energético estd asociado con baja capacidad de reserva y de la
respiracion acoplada, asi como, con un aumento de la respiracion no mitocondrial y
la fuga de protones. En este estudio se evidenciaron tempranas disrupciones del
metabolismo mitocondrial generadas por el tratamiento con Mito-SG1 por 24 horas,
y que no fueron detectadas cuando dichos parametros fueron analizados
individualmente. Mito-SG1 a concentraciones de 0.1 y 0.3 uM, afectan el
metabolismo mitocondrial en MDA-MB-468 y MDA-MB-231 respectivamente (Figura
lI- 36A y B), en comparacion con la dosis de 1 uM que logra diferencias significativas
al evaluar la tasa de consumo basal, la maxima capacidad respiratoria, la reserva
de la capacidad respiratoria y la respiracion acoplada, como parametros de analisis
individuales. Los resultados demuestran la aplicabilidad que se le puede dar al IB
para la evaluacion de la bioenergética mitocondrial en cultivos celulares y en el
desarrollo de agentes dirigidos a la mitocondria.

Al evaluar el efecto de Mito-SG1 en la bioenergética, también es importante
determinar la afectacion del potencial metabdlico. Al calcular los cambios relativos
en el potencial metabdlico de las células tratadas y no tratadas con Mito-SG1, se
encontré que Mito-SG1 suprime la habilidad celular para responder a los cambios
en la demanda energética por inhibicién tanto de la respiracion mitocondrial como
de la glicdlisis (Figura II- 33B y Figura ll- 34B), pero unicamente inhibe el potencial
metabalico glicolitico de la linea celular no TNBC, MCF7 (Figura II- 35B). Lo anterior
puede ser debido al mayor potencial glicolitico presente en las lineas celulares no
TNBC.

Para entender los cambios a nivel del metabolismo glicolitico, se evalué por medio
del XF Cell Glycolysis Stress Test Kit de Seahorse Bioscience, la afectacién directa
de Mito-SG1 sobre la tasa de glicdlisis, maxima capacidad glicolitica y reserva
glicolitica. Se determindé que Mito-SG1 afecta de forma dosis dependiente la
glicolisis y genera una disminucion en la reserva glicolitica. Es decir, Mito-SG1
aumenta la tasa de glicdlisis de TNBC por disminucion en la respiracion, lo cual
genera que la célula disminuya su reserva glicélitica, afectando la habilidad de las
células para responder a demandas energeéticas que soportan la actividad
antitumoral del compuesto (Figura II- 37).

Por ultimo, fue relevante determinar si la afectacion en la respiracion celular
generada por Mito-SG1, se correlaciona con la disminucion o aumento de la
dependencia de una fuente de carbono especifica, o a una afectacién directa sobre
los complejos mitocondriales. En este proyecto se evaludé por primera vez la
contribucién de las principales fuentes de carbono en las lineas celulares MDA-MB-
231 y MDA-MB-468, y la afectaciéon del tratamiento de Mito-SG1 sobre la
dependencia, capacidad y flexibilidad de las mismas; sin embargo, no se determiné
el efecto de Mito-SG1 sobre los complejos mitocondriales, por limitantes
presupuestales.
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Al estudiar el uso de la glucosa como fuente de carbono para la respiracion celular,
se observd que la linea celular MDA-MB-468 tiene una mayor dependencia de
glucosa en comparacion de las otras dos fuentes de carbono (Figura Il- 41); sin
embargo, MDA-MB-231, soporta su respiracion celular no sélo en la glucosa como
fuente de carbono, sino también en la utilizacion de los acidos grasos (Figura ll- 40).
Es de resaltar que, en el caso de MDA-MB-231, a pesar de tener inhibida la
utilizacion de glucosa y glutamina para el sostenimiento de la respiracion celular, la
tasa de consumo de oxigeno puede sostenerse unicamente por la oxidacion de
acidos grasos (Figura Il- 40).

Es de resaltar que las lineas celulares TNBC estudiadas, MDA-MB-231 y MDA-MB-
468, presentan comportamientos diferentes en el uso de las fuentes de carbono,
siendo comun en el tratamiento con Mito-SG1, la afectacion de forma significativa
en la flexibilidad y capacidad del uso de la glutamina para el mantenimiento de la
tasa de consumo de oxigeno. Tal como publicoé recientemente Geldermalsen y
colaboradores (192), TNBC presenta un mayor consumo de glutamina, asi como
altas tasas de glutamindlisis, requeridas para la activacion de la via sensible a
nutrientes mTORCA1, la cual regula el crecimiento celular. Por otra parte, Visagie y
colaboradores (193), demostraron la induccién de apoptosis en MDA-MB-231 en
condiciones de deprivacion de glutamina. Entendiendo el importante rol de la
glutamina tanto como sustrato para la oxidacién del ciclo TCA, asi como, para la
sintesis de macromoléculas, la afectacion de su metabolismo por Mito-SG1 puede
contribuir a los efectos citotdéxicos encontrados en TNBC. El nitrégeno aportado por
la glutamina sirve de soporte para la sintesis de nucledtidos y aminoacidos; el
carbono, se utiliza para sintesis de glutation, aminoacidos y lipidos; su metabolismo
se ha observado aumentado en muchos subtipos de cancer siendo impulsado por
la regulacién positiva de la glutaminasa (GLS), que convierte la glutamina en
glutamato y amoniaco. El glutamato se oxida a a-ceto-glutarato (a-KG) por la GDH,
proporcionando el punto de entrada al ciclo TCA. La glutamina es centro de
biosintesis de macromoléculas esenciales y soportado en los resultados
encontrados en nuestro estudio, podemos suponer que en parte la afectacion de
Mito-SG1 sobre la respiracion celular, es debida a la disminucion de la capacidad
de la glucosa y la glutamina para soportar la OCR cuando las vias alternas son
inhibidas; asi como, la habilidad de incrementar la oxidacion de las tres principales
fuentes de carbono, en orden de compensar dicha inhibicién.

La eficacia de Mito-SG1 en las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468,
sugiere que la mitocondria puede ser una nueva diana terapéutica para el
tratamiento de TNBC. La mitocondria es el organelo intracelular clave responsable
de la generacién de ATP (catabolismo), asi como, de los bloques de estructurales
(anabolismo), en donde son requeridas un conjunto de enzimas de la cadena
respiratoria y del TCA. La glicdlisis aerobia detectada en diferentes células
tumorales (efecto Warburg), inicialmente liderd varias hipotesis que sobreestimaron
el papel de la respiracion celular y del papel de la mitocondria en el metabolismo en
cancer (194). Ahora es claro el papel de la mitocondria y de la reprogramacioén de

158



su metabolismo para soportar la demanda energética y biosintética en las células
tumorales, que asegure la proliferacion y supervivencia de las mismas. Es un hecho
que la fosforilacion oxidativa en critica para satisfacer la demanda creciente para la
produccion de los bloques de construccion y energia requerida en TNBC, asi como,
en otras diferentes lineas celulares derivadas de diferentes tejidos como piel, cérvix,
pulmén entre otros (195-201). Existe eviencia no solo a nivel in vitro, del rol del
metabolismo mitocondrial en la tumorigénesis. Estudios in vivo demuestran que la
mitocondria es esencial para el desarrollo tumoral, donde la pérdida de la proteina
TFAM (requerida para la replicacion y mantenimiento del numero de copias de ADN
mitocondrial), disminuye la tumorigenicidad del adenocarcinoma de pulmén en
modelos oncogénicos K-ras de raton (8).

Los anteriores resultados soportan que la afectacion de la bioenergética
mitocondrial generada por el tratamiento con Mito-SG1 en TNBC, podria ser la
responsable de los efectos antitumorales del compuesto y presentan la mitocondria,
como prometedora diana terapéutica en el desarrollo de nuevos agentes
antitumorales en cancer de seno triple negativo.
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3.3 POTENCIAL ROL DE LA VIA RAS/MEK/ERK EN LA ACTIVIDAD
ANTITUMORAL DE MITO-SG1

Uno de los principales mecanismos de accion propuestos que median la
proliferacion celular tumoral fue la sefalizacion redox por las especies reactivas de
oxigeno (ROS) como superoxido y peroxido de hidrégeno, originados como
bioproductos del metabolismo (8). Los elevados niveles de ROS has sido asociados
con el principio de estrés oxidativo lo cual sugiere que ROS induce patologia por
peroxidacién de lipidos, oxidacién de proteinas y ADN (202). Sin embargo, en las
pasadas dos décadas se ha descubierto el relevante rol de ROS como moléculas
de sefializacién que regulan importantes procesos celulares fisioldgicos y bioldgicos
(203, 204). Al parecer, durante el proceso evolutivo se desarrollé una seleccion
natural de ROS como mecanismo de sefalizacién para permitir la adaptacion celular
a los cambios ambientales en cuanto a disponibilidad de nutrientes y ambientes
oxidativos (205).

Asi, los efectos antiproliferativos y antitumorales de ciertos antioxidantes fueron
atribuidos a su habilidad para mitigar la produccién de ROS. El desarrollo de mito-
nitroxidos miméticos de SOD, se origind con base en este principio. Se especuld
que, al desarrollar un antioxidante con acumulacion preferencial en la mitocondria,
podria disminuir el estrés oxidativo y, por ende, mediar la sefalizacion celular
generada por superoxido desencadenando la inhibicion de la proliferaciéon y la
activacion de apoptosis. Sin embargo, estudios recientes proponen que los
nitroxidos cationicos dirigidos a la mitocondria inhiben la proliferacion celular del
tumor por un mecanismo en su mayoria, independiente de su capacidad
antioxidante (138).

En el presente estudio evidenciamos que Mito-SG1 no disminuye los niveles de
ROS, por el contrario, aumenta los niveles de superdxido mitocondrial, generando
estrés oxidativo (Figura II- 18, 19 y 20). Nuestros resultados se correlacionan con
los hallazgos publicados recientemente para otros mito-compuestos donde se
evidencia que el tramiento con compuestos como Mito-CP y Mito-Tempol genera
aumento de la produccién de ROS en mesotelioma (137), carcinoma medular de
tiroides (58), cancer de seno (139) entre otros (139). En la actualidad se conoce que
los mito-compuestos inhiben la bionergética mitocondrial, pero no es claro el
mecanismo y papel que juega ROS en este proceso.

La activacion de ciertos oncogenes, como Ras, lideran el incremento en la
produccion de oxidantes celulares, una respuesta metabdlica que en la mayoria de
los tejidos sanos conllevaria a la senescencia celular (206). Es bien conocido que
las células tumorales evaden la senescencia y toleran incrementos constitutivos en
la produccion de oxidantes celulares, a través de la pérdida de puntos de control o
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respuestas adaptativas, entre las que se incluyen el aumento de la produccion de
enzimas antioxidantes. En mesotelioma por ejemplo, el aumento del estado
oxidativo esta acompanado de una respuesta adaptativa aumentando los
antioxidante mitocondriales TR2-TRX2-PRX3 (207), permitiendo un incremento de
la proliferacion y evasion de la apoptosis por un cambio del estado redox en favor
de la via pro-proliferacion mediada por oxidantes sin activacion de las vias pro-
apoptoticas. Por ende, una desregulacion de la cascada antioxidante, o aumento de
los niveles de superdxido conllevan a niveles intolerables de oxidantes con la
consiguiente muerte celular (137). En cancer gastrico se demostré que el aumento
de ROS vy la disrupcion del potencial de membrana indujo la supresion de la
fosforilacidon de ERK y activacion de caspasa 3. Adicionalmente, demostraron que
la inhibiciéon de la produccion de ROS prevenia la supresion de ERK (196). Asi
como, en reportes previos se observo que Mito-CP inhibe la fosforilacidon de ERK
en cancer medular de tiroides (58).

Dados los antecendes planteados, procedimos a evaluar (data preliminar) el estado
de activacion de ERK encontrando una inhibicién dosis dependiente de la
fosforilacion de ERK1/2 a 48 horas del tratamiento con Mito-SG1 en la linea celular
MDA-MB-468 (Figura lI- 21). Por lo cual nos planteamos la hipotesis del potencial
papel del aumento de ROS por el tratamiento con Mito-SG1, en la regulacion
negativa de la via Ras/MEK/ERK, como uno de los mecanismos antitumorales del
compuesto. La via ERK es activada por MEK, cuya activacién es mediada por Raf.
Raf, es una MAP3K, activada por Ras-GTPasa, que a su vez es inducida por los
receptores tirosin-kinasa, tales como EGF (208). La sefalizacion de Ras es una
importante via de trasduccion celular, frecuentemente activada en cancer y que
media procesos de estrés oxidativo, regulacion del ciclo celular, proliferacion y
apoptosis. Por ende, se plantea para futuras investigaciones dos interesantes
hipétesis del potencial rol de la via Ras/MEK/ERK en la actividad antitumoral de
Mito-SG1.

A pesar de los hallazgos del rol de ROS durante el proceso tumorigénico en celulas
pro-oncogénicas Kras positivas (8), es claro que, este varia dependiente del tipo
celular, estadio, condiciones nutricionales, asi como, disponibilidad de oxigeno. Por
otra parte se ha demostrado recientemente una nueva ruta de inhibicién de la via
Ras/MEK/ERK, mediada por JNK en respuesta a estrés celular (209). Esta ruta al
parecer es dependiente del contexto y presenta una naturaleza dual. Cuando el
estrés generado es irreversible, se bloquea la activacion de Ras, promoviendo por
medio de ERK la activacion de la apoptosis ante la falta de sefales de supervivencia
y crecimiento. Cuando el estrés es transitorio, JNK podria funcionar como una sefal
de punto de control, asegurando que el estrés y el dafno inducido haya sido
solucionado, antes de permitir que las células respondan a las sehales de
crecimiento inducidas por Ras. Es asi como en nuestra primera hipotesis
planteamos que: ;Puede Mito-SG1 por medio del aumento del estrés oxidativo,
activar JNK y mediar la inhibicion de la forforilzacion de ERK e inducir apoptosis, a
través de la modulacién de Ras?
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Nuestra segunda hipotesis se origina con base en el estudio publicado del farmaco
anfifilico catiénico clorpromazina (CPZ) (210). Se observé que CPZ reduce la
asociacion de K-Ras con la membrana plasmatica aumentando el pool
citoplasmatico del K-Ras. Como es sabido, K-Ras debe anclarse a la membrana
plasmatica para interactuar con los receptores tirosin kinasa y mediar de esta forma
la migracién y crecimiento celular. Si se inhibe el anclaje de K-Ras, se genera
inhibicion de la via Ras/MEK/ERK con la consecuente regulacion negativa de esta
via de supervivencia y crecimiento celular tumoral. Este efecto al parecer es
generado por las interacciones electrostaticas del compuesto. La CPZ es una
fenotiazina anfipatica catiénica, empleada como droga neuroléptica en tratamiento
de esquizofrenia y alivio de los sintomas en cancer terminal. En cultivos celulares,
la CPZ afecta la forma y composicién de la membrana plasmatica. En eritrocitos la
parte hidrofébica de CPZ se inserta en la membrana interna, mientras que su parte
cationica interactia electrostaticamente con los fosfolipidos cargados
negativamente, alterando las propiedades fisicoquimicas de la membrana. Por
ende, proponemos que el agente catidnico Mito-SG1 puede alterar las
caracteristicas fisico-quimicas de la membrana plasmatica generando una
inhibicién del anclaje de Ras y, por ende, logrando una inhibicién de la via.

Gracias a la presente propuesta se abren numerosas alternativas de investigacion
que redireccionan el campo de estudio de la actividad antitumoral de los mito-
compuestos, asi como se propone una novedosa alternativa para el tratamiento de
cancer de seno triple negativo.
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3.4 POTENCIAL SINERGICO DE MITO-SG1 CON LAS TERAPIAS
CONVENCIONALES

El tratamiento de TNBC sigue siendo un desafio, las opciones actuales son
restrictivas y los agentes antitumorales empleados presentan una gran toxicidad y
peligrosos efectos colaterales. Mito-SG1, ademas de ser un compuesto selectivo,
podria utilizarse simultdneamente con las terapias actualmente aprobadas para
TNBC (como doxorrubicina), con el objeto de: potencializar los efectos citotoxicos
sobre las células tumorales; minimizar la dosis efectiva de la quimioterapia; y, por
consiguiente, reducir los efectos adversos.

En el presente estudio se determiné por medio del método de Chou y Talalay el
potencial sinérgico de Mito-SG1 con doxorrubicina y 2DG. Se eligié el método de
Chou-Talalay para la evaluacion de combinacién de drogas, el cual se encuentra
basado en la ecuacion de efecto-medio derivada del principio de ley de accién de
masas. Este principio es considerado como una teoria unificada, que provee un link
comun entre una entidad singular y multiples entidades. Esta ecuacién general
incorpora las ecuaciones de area de bioquimica y biofisica de Michaelis-Menten,
Hill, Henderson-Hasselbalch y Scatchard. El indice de combinacién resultante (Cl,
por sus siglas en inglés Combination Index) del teorema de Chou-Talalay ofrece una
definicion cuantitativa para efecto aditivo (Cl=1), sinergismo (Cl<1) y antagonismo
(CI>1) en combinaciones de drogas. Adicionalmente y siguiendo las
recomendaciones de Chou (176) para el analisis del potencial sinérgico de dos
compuestos, se evaluaron los isobologramas ICso0, IC75 € IC90 y el IRD de cada
fraccion afectada analizada. Este método es diferente de otros publicados en la
literatura biomédica, porque usa parametros cuantitativos como la potencia, forma
y conformidad de la data con el principio de la ley de accion de masas; y su
aplicacion se puede dar con un numero bajo de puntos para la curva de dosis
respuesta.

La doxorrubicina es un agente intercalante del ADN cuyo mecanismo de accion no
esta claramente definido. Existen dos mecanismos propuestos, el primero, debido
a que doxorrubicina es un intercalante del ADN se cree que disrupte la reparacion
del ADN por no permitir el paso de la topoisomerasa |l; segundo, generacion de
radicales libres y su consecuente dafio a la membrana celular, AND y proteinas
(211). En resumen, la doxorrubicina se oxida a semiquinona, un metabolito que es
inestable, el cual se convierte de nuevo a doxorrubicina en un proceso que libera
ROS. ROS conduce la peroxidacion de lipidos de membrana, oxidacién del ADN y
desencadena vias apoptoticas de muerte celular. Al evaluar el potencial uso de
Mito-SG1 con doxorrubicina encontramos que, a pesar de no encontrar sinergismo
en todas la dosis (ICso, IC75 e 1Ce0), la interaccion entre Mito-SG1 y doxorrubicina
genera un IRD (Tabla Il- 8) mayor a 1 a dosis citotoxicas hasta del 90%, lo que
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significa que se logra disminuir la dosis de ambos compuestos para lograr el mismo
efecto terapéutico deseado con una disminucion de los efectos colaterales. La
reduccion en la dosis de Mito-SG1 debida a doxorrubicina oscila entre 1.93 a 53
veces; mientras que la reduccion de la dosis de doxorrubicina, entre 1.29 a 15
veces.

Por otra parte, recientes investigaciones en el desarrollo de alternativas terapéuticas
se han enfocado en explotar las diferencias bioquimicas en el metabolismo de las
células tumorales y las normales (172). Se han estudiados diversos agentes que
inhiben la glicdlisis en sistemas celulares y en modelos animales con resultados
positivos; sin embargo, son pocos los resultados similares en humanos, la mayoria
debido a los efectos adversos a la dosis-limite utilizada (173). Uno de los
compuestos anti-glicoliticos mas frecuentemente utilizados es el compuesto 2-
deoxy-D-glucosa (2-DG), el cual es fosforilado por las hexokinasas vy
subsecuentemente inhibe la sintesis de ATP por la via glicolitica. No obstante,
debido a la alta concentracion de 2DG donde logra la inhibicion de la produccion del
ATP (~20 mmol/L), la eficacia del tratamiento se ha visto limitada por la toxicidad
sistémica presentada en los ensayos clinicos para el tratamiento de glioma (174).
En el presente estudio se encontré que Mito-SG1 presenta efectos sinérgicos con
2DG a un radio de 1:1000, demostrado por el Cl (Tabla Il- 7), isobolograma (Figura
[I- 44) y el IRD (Tabla II- 9) para las dos lineas celulares de TNBC evaluadas,
soportando el potencial uso de terapias mixtas moduladoras del metabolismo para
el tratamiento de TNBC. El uso combinado de mito-compuesto con agentes
antiglicoliticos, es una potencial estrategia para hipersensibilizar las células
tumorales debido a la doble inhibicién de las vias (respiracion celular y glicélisis),
constituyéndose en una prometedora estrategia terapéutica dado el potencial
sinérgico de Mito-SG1 con 2DG observado en TNBC.
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CONCLUSIONES

. Mito-SG1, mas no sus compuestos parentales SG1 y TPP, induce de forma
dosis dependiente efectos citotoxicos en las lineas celulares de TNBC y no
TNBC. Mito-SG1 inhibe la proliferacion celular, la habilidad para la formacion de
colonias, la migracion, e induce muerte celular a concentraciones micromolares
en las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 y T47D, mas no en
la linea celular de epitelio mamario sano MCF10A.

. Mito-SG1 induce apoptosis como mecanismo de muerte celular, determinado
por cambios dependientes de la concentracion en el potencial de membrana
mitocondrial, asi como, condensacion nuclear, traslocacion de fosfatidil serina y
activacion de caspasas 3/7.

. La represién de la funcion bioenergética de la mitocondria y consiguiente
estimulacién del metabolismo glicolitico, es una caracteristica del tratamiento
con Mito-SG1 y es dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion del
compuesto. Mito-SG1 induce una disminucion dosis dependiente del indice
bioenergético celular, afectando la habilidad de las células tumorales para
responder a requerimientos energéticos tanto a nivel basal, como en condiciones
de estrés energético, caracteristicas requeridas para la supervivencia de la
célula tumoral.

. El uso combinado de mito-compuesto con agentes antiglicoliticos, es una
potencial estrategia para hipersensibilizar las células tumorales con el uso
combinado de inhibidores mitocondriales como Mito-SG1 y 2DG. La doble
inhibicion de las vias se propone como una prometedora estrategia terapéutica
dado el potencial sinérgico de Mito-SG1 con 2DG observado en TNBC a una
razén de 1:1000.

. Mito-SG1 potencia los efectos antitumorales de doxorrubicina a concentraciones
equimolares, logrando una reduccion de la dosis y, por ende, de la toxicidad del
compuesto en las células no tumorales. Mito-SG1 podria retrasar la induccion
de la Resistencia a doxorrubicina por el aumento de superdxido e induccion de
apoptosis.

. TNBC no es una sola entidad, presenta diferente comportamiento tanto a nivel
basal como en respuesta a Mito-SG1, lo que indica la necesidad de estudiar
individualmente cada paciente para establecer tratamiento personalizados que
mejoren la respuesta y sobrevida
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RECOMENDACIONES

Debido a los efectos observados de Mito-SG1 sobre el metabolismo mitocondrial,
es necesario evaluar el rol del importante regulador energético AMPK en la
inhibicion de la respiracion acoplada y, por ende, en la produccion de ATP. AMPK
reprime la expresion del factor de transcripcion FOXM1, por la via de sefalizacion
AKT/FOXQO3 liderando regresion del crecimiento celular de cancer cervical. Por otra
parte, se ha observado que el tratamiento con MitoCP inhibe FOXM1 en cancer de
pulmén. El Dr Kalyanaraman, propone una posible via de accion de los mito-
nitroxidos como Mito-CP, en la cual se activa AMPK y se disminuye la expresion de
FOXM1, subrayando la importancia de la via AKT/FOXO3/FOXM1 como potencial
blanco terapéutico.

Por otra parte, es importante evaluar el rol del estrés oxidativo, determinando el
efecto de Mito-SG1 sobre perdxido de hidrégeno, peroxinitritos y niveles de 6xido
nitrico. Asi como, evaluar la via de las MAP quinasas, debido a que son importantes
mediadores celulares en respuesta al estrés oxidativo. Es necesario evaluar la
contribucion de un circuito de regulacion entre JNK y ERK, mediado por ROS, como
mecanismo de inhibicion de ERK.

Adicionalmente, seria relevante establecer el papel de Ras en la respuesta
antitumoral de Mito-SG1. Evaluar la hipétesis de la inhibicion del anclaje de Ras a
la membrana plasmatica y, por ende, ruptura de la sefal de supervivencia generada
por la via Ras/RAF/MEK/ERK.

En la evaluacion de la potencialidad de Mito-SG1 en TNBC, es fundamental pasar
de los estudios in vitro, a los estudios in vivo, para evaluar no soélo la actividad
antitumoral del compuesto, sino la capacidad de prevenir el desarrollo del proceso
tumoral en estadios tempranos. Dado que Mito-SG1 actua de manera selectiva, se
puede evaluar la posibilidad de que el tratamiento con Mito-SG1 inhiba la formacion
de tumores en modelos in vivo, al lograr un desequilibro energético en las células
tumorales en estapas tempranas.
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PERSPECTIVAS

Mito-SG1 es un compuesto que tiene una amplia proyeccion en diferentes tipos de
cancer donde se encuentre hiperpolarizada la membrana asegurando la
acumulacion selectiva del compuesto. En la actualidad nuestro grupo se encuentra
trabajando en dos tipos de cancer de mal prondstico y limitadas opciones de
tratamiento como los son: hepatocarcinoma y cancer gastrico.

Hepatocarcinoma:

El hepatocarciona (HCC) se encuentra dentro de las 10 primeras causas de muerte
en todo el mundo. Se estiman que 626,000 casos de cancer hepatico son
diagnosticados cada afo, de los cuales el 96% fallecen. En Colombia el cancer
hepatico es la séptima causa mas comun de cancer. Debido a que los signos y
sintomas aparecen usualmente en etapas tardias, rara vez se diagnostica
oportunamente, haciendo dificil una intervencidon terapéutica a tiempo. Por otra
parte, las opciones de tratamiento son limitadas, y a pesar de los esfuerzos, la
patologia es fatal usualmente dentro los 3 a 6 meses siguientes al diagnostico.
Adicionalmente se caracterizan por su resistencia a la quimioterapia y por la
dificultad de la remocion quirdrgica. En la mayoria de los casos diagnosticados
tempranamente, el trasplante del 6rgano aparece como la mejor opcion. En
consecuencia, el cancer en Colombia representa un desafio econémico para la
familia del paciente y para el sistema de seguridad social en salud, haciendo
necesario y prioritario la implementacion de estrategias que contribuyan a minimizar
la incidencia de esta patologia.

Por esta razén, en el ano 2012 se iniciaron los estudios preliminares de Mito-SG1
en la linea celular HepG2 encontrando una prometedora oportunidad del uso del
compuesto en el desarrollo de terapias antitumorales para hepatocarcinoma, siendo
aprobada la presentacion de los resultados preliminares en la 19th Annual Meeting
of the Society for Free Radical Biology and Medicine, en San Diego, Ca, EEUU. El
tratabajo presentado tenia por titulo: "Cytotoxic Effects of Mitochondria-Targeted
Nitroxide Mito-SG1 on Hepatic Cancer Cells". En el 2014 fue aprobada la propuesta
titulada “Agentes antioxidantes mitocondriales y sensibilizadores de insulina para el
tratamiento de cancer hepatico”, por la Fundacion Para La Promocion De La
Investigacion Y La Tecnologia, segun convenio 201408. Sin embargo, el monto de
maximo de apoyo a las propuestas por medio de esta fundacion es de 18 millones
de pesos. Razon por la cual, dentro del alcance de la propuesta estuvimos limitados
para desarrollar experimentos en otras lineas celulares, asi como en hepatocitos
normales.
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las implicaciones del compuesto en la bioenergética mitocondrial, observando de la
misma forma que en las lineas celulares de TNBC, una disminucion dosis
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Figura P- 2 Efectos de Mito-SG1 sobre la respiracion mitocondrial.

Evaluacioén de los efectos sobre la respiracion mitocondrial del tratamiento por 24 horas de Mito-SG1 sobre la linea celular de
HepG2 por medio del test MitoStrest test de Seahorse (bioscience, part of Agilent). A) Comportamiento de la tasa de consumo
de oxigeno vs Tiempo. B) Mapa energético.
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consumo de oxigeno. En el mapa energético se puede apreciar que el compuesto
disminuye la respiracion celular y compensa con aumento de glicélisis la demanda
energética, de manera similiar a lo observado en TNBC.

En hepatocarcinoma vemos un gran potencial del compuesto Mito-SG1, por lo que
esperamos en futuras oportunidades conseguir los recursos econdmicos para
financiar el estudio en la linea celular de hepatocarcinoma Hep 3B2.1-7, asi como
en hepatocitos sanos THLES.

Cancer Gastrico:

El Cancer Gastrico CG es la segunda causa de muerte relacionada, y la cuarta
causa de cancer en el mundo, donde el 70% de los casos se presenta en paises en
vias de desarrollo, constituyéndose en un problema de salud publica, dada su
frecuencia, pobre prondstico y limitadas opciones de tratamiento. En Colombia, el
CG se constituye en la principal causa de mortalidad relacionada con cancer, por
encima de otros tumores con mayor incidencia. Recientes hallazgos evidencian que
los tumores difieren en el nivel de expresion de un alto numero de genes y
mutaciones, incluso entre pacientes con el mismo tipo de tumor. Lo que nos lleva a
concluir que, sera improbable suprimir el cancer empleando terapias dirigidas a un
unico gen o a una sola via de sefializacion que pueden diferir entre un paciente u
otro, o dentro del mismo tumor. Dado la hiperpolarizacion de la membrana
mitocondrial evidenciada en este tipo de cancer, asi como el aumento de las tasas
glicoliticas, se propuso el proyecto “Tratamiento Selectivo de Cancer Gastrico
Afectando la Bioenergética Mitocondrial”, en la convocatoria de Salud 744-2016 de
COLCIENCIAS, siendo seleccionado dentro de las mejores 20 propuestas
presentadas en el pais. El proyecto inicio desarrollo en diciembre del 2016, con
vinculacion de estudiante de doctorado en ciencias biomédicas, quien actualmente
se encuentra vinculado a la Universidad del Valle.

Con este estudio pretendemos ampliar el conocimiento de los mecanismos de
accion del compuesto, asi como, las vias de sefalizacidn que se encuentran
reguladas por Mito-SG1. Se pretende sintetizar nuevas muestras de Mito-Met y
estudiar los efectos citotoxicos selectivos de los dos compuestos sobre el CG en un
modelo in vitro. Dado que el cancer gastrico es la principal causa de mortalidad
relacionada en nuestro pais, y que las estrategias terapéuticas curativas se limitan
a la reseccion quirurgica del tumor loco-regional y en estadios tempranos, mas del
50% de los pacientes con CG que son diagndésticas en Colombia en etapas tardias,
no tienen oportunidad de recuperacion.

Como primer objetivo, evaluaremos los efectos apoptoticos de los mitocompuestos,
donde esperamos encontrar una citotoxicidad en células de CG (AGS y KATO IlII)
en concentraciones submicromolares, sin afectacion en las células sanas. El
mecanismo de muerte esperado es apoptosis via mitocondria, el cual suponemos
por estudios previos de compuestos mitocondrio-toxicos. Para lo cual se espera un
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aumento en la liberacion de citocromo C al citosol, 6 la activacion de caspasa 3, asi
como una prueba de TUNEL positiva, por ruptura del ADN por endonucleasas
liberadas del espacio intermembranal mitocondrial, aspecto tipico en procesos
apoptoticos. Se espera que a concentraciones que inhiban la proliferacion celular
de las lineas celulares de CG, se logre una inhibicion de las caracteristicas claves
de las células cancerosas como son la migracion, invasion y formacion de colonias.

En el segundo objetivo determinaremos las vias de sefalizacién involucradas, asi
que una vez evaluado los efectos citotoxicos selectivos de los compuestos,
esperamos determinar el papel de la via de senalizacion AMPK, dado que la
metformina active AMPK, que a su vez regula el metabolismo de acidos grasos,
provocando una inhibicion dependiente de la concentracién de la actividad del
complejo | mitochondrial disminuyendo los niveles de intracelulares de ATP. Siendo
la mito-metformina un derivado de la metformina, esta podria interactuar
similarmente, por ende, se esperamos encontrar estimulada positivamente la via de
sefalizacion AMPK. Anticipamos posibles efectos en la regulacion de las vias Ras-
Raf-MEK-ERK (MAPK) como via utilizada por la célula transformada para su
supervivencia y proliferacién, asi como en la via PPAR-gamma y PI3-Akt por los
dos mito-compuestos.

Es claro el papel de ROS en la célula cancerosa, y como a través del aumento de
los antioxidantes la célula cancerosa evade la apoptosis, por ende, creemos que los
mito-compuestos pueden romper el equilibrio del estrés oxidativo/respuesta
antioxidante, asi como la bioenérgetica mitocondrial, y que este sea el mecanismo
por el cual se desencadenen los efectos pro-apoptoticos. Por lo tanto, en nuestro
objetivo 3 examinaremos el rol del estrés oxidativo, el cual esperamos se encuentre
aumentado, posiblemente a expensas del anién superoxido. También esperamos
que se evidencie una disminucion en la glicdlisis y un aumento de la respiracion
mitocondrial, logrando una despolarizacién de la membrana y la desestabilizacion
de la célula cancerosa.

Por ultimo, por medio de la prueba de citotoxicidad MTT y siguiendo el método
Chou-Talalay, anticipamos sinergia en la respuesta celular de CG a diferentes
concentraciones de los mitocompuestos con los agentes citotostaticos utilizados en
la quimioterapia convencional. Esperamos que los compuestos doxorrubicina y
sorafenib tengan un CI (coeficient index) menor de 1, calculado por el software
Calcusyn, lo que se interpreta como sinergia entre los compuestos dado nuestra
experiencia previa en lineas celulares de hepatocarcinoma y cancer de seno. Se
espera alguna interacciéon entre los mitocompuestos y 5-fluoruracilo, actual
compuesto clave en la mayoria de terapias multimodales empleadas en CG. Con
este proyecto esperamos contribuir a la generacion de nuevo conocimiento
traslacional en el area de las enfermedades cronicas no-transmisibles,
especificamente en las tematicas de cancer gastrico y tratamientos dirigidos a la
mitocondria. De comprobar la hipotesis de que los mito-compuestos Mitometformina
y Mito-SG1 actuan de forma selectiva afectando la bioenergética mitocondrial, como

171



se ha evidenciado con otros mito-compuestos y otros tipos de cancer, generariamos
nuevo conocimiento y una posible oportunidad de tratamiento para los pacientes
con CG. Con la ejecucion de este proyecto se espera vincular y formar estudiantes
de pregrado de Bacteriologia o medicina, asi como, ya se encuentra en formacion
el estudiante Giovanni Lineros del programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas
de la Universidad del Valle.
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Chrysin Suppresses Renal Carcinogenesis Via
Amelioration of Hyperproliferation, Oxidative Stress
and Inflammation: Plausible Role of NF-kB

Muneeb URehmanI, Mir Tahir', Farrah Ali', Abdul Quaiyoom Khan',
Rehan Khan', Abdul Lateef', Oday O Hamiza', Wajhul Qamar', and
Sarwat Sultana’

"Jamia Hamdard, India

Flavonoid family is a rich source of polyphenolic compounds and
hence possess strong antioxidant and anti inflammatory
properties. The aim of this study was to determine the efficacy
of chrysin; a bio-active flavonoid as an anticancer agent. Renal
cancer was initiated by single intraperitoneal (i.p) injection of N-
nitrosodiethylamine (DEN 200 mg/kg BW body weight) and
promoted by twice weekly administration of ferric nitrilotriacetate
(Fe-NTA) 9mg Fe/Kg BW for 16 wk. In the present study, we
report the chemopreventive effects of chrysin against (Fe-NTA)
induced renal oxidative stress, Inflammation, hyperproliferative
response, and two-stage renal carcinogenesis. To ascertain the
molecular mechanism implicated in the antitumor promoting
activity of chrysin, its effect was investigated on markers of tumor
promotion and inflammation: ornithine decarboxylase (ODC)
activity, Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), inducible Nitric
oxide sythase (iNOS) and Cyclo-oxyegenase-2 (COX-2)
expression, and on levels of proinflammatory cytokines Interlukin-
6 (IL-6), Tumor Necrosis factor- a (TNF-a), and Prostaglandin E,
(PGE_). Pretreatment of animals with chrysin at both doses (20
and 40 mg/kg body weight) markedly inhibited all. Further, Fe-
NTA enhances renal lipid peroxidation, with concomitant
reduction in reduced glutathione content (GSH), antioxidant
enzymes, and phase Il metabolizing enzymes. It induces serum
toxicity markers viz, Blood urea nitrogen (BUN), creatinine and
Lactate Dehydrogenase (LDH). Prophylactic treatment of animals
with chrysin before the administration of Fe-NTA was effective in
modulating oxidative and renal injury markers and resulted in the
diminution of Fe-NTA mediated injury. These results suggest
chrysin as an effective chemopreventive agent having the
capability to obstruct DEN initiated and Fe-NTA promoted renal
cancer in the rat model.

Keywords: Chrysin, ferric nitrilotriacetate, inflammation and tumor
Promotion.

doi:10.1016/j.freeradbiomed.2012.10.133

nitroxide) conjugated to an alkyl triphenylphosphonium cation,
based on the acyclic B-phosphorylated SG1, in hepatic cancer
cells. To this end, we first investigated the effects of Mito-SG1
and parent nitroxide SG1 on hepatic cancer cell growth and
viability. Mito-SG1 was shown to inhibit HepG2 cell growth at
concentrations as low as 2.5 yM at 24 h. In addition, Mito-SG1
dose-dependently induced apoptosis in HepG2 and Hep 3B cells
but not SG1. Also, Mito-SG1 was found to synergize with
Sorafenib and doxorubicin enhancing their cytotoxicity in hepatic
cancer cells. Taken together, our results suggest that Mito-SG1
could be potentially useful as a novel adjuvant approach to treat
hepatic cancer.

doi:10.1016/j.freeradbiomed.2012.10.134
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Cytotoxic Effects of Mitochondria-Targeted Nitroxide
Mito-SG1 on Hepatic Cancer Cells

Sandra Milena Sanabria-Barreral’z, Greys Carolina Avila-Rojas™”,
Micael Hardy*, Olivier Ouari’, and Marcos Lopez"’

"Fundacion Cardiovascular de Colombia, *Universidad del Valle,
Colombia, 3Universidad de Santander, Colombia, *Universites
d’Aix-Marseille, France

Hepatic cancer is the third cause of cancer mortality worldwide.
Since signs and symptoms do not usually appear until later
stages, it is seldom diagnosed early. Although novel drugs like
Sorafenib (BAY 43-9006, Nexavar) have shown promise, still,
therapies that induce selective toxicity to cancer cells remain a
challenge. Mitochondria-targeted nitroxides have been shown to
exert selective cytotoxic effects in breast cancer but not in normal
cells. Translating the experience obtained in breast cancer, the
main objective of this study was to evaluate the anti-cancer
properties of a novel mitochondria-targeted nitroxide, Mito-SG1
((N-tert-butyl-N-[1-diethylphosphono-(2,2-dimethylpropyl)]
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Telomerase Regulates the Cellular Response to
Oxidative Stress Via Mitochondrial ROS

Paula Green', Nilesh Sharma'?, Andrew Thomas', Marcelo Bonini®, and

Janine Santosl’z

" University of Medicine and Dentistry, New Jersey, National
Institute of Environmental Health Sciences, *University of lllinois
at Chicago

Telomerase is a ribonucleoprotein primarily responsible for
telomere maintenance that is a frequent target in cancer therapy.
Since the catalytic component of telomerase (TERT) is also
mitochondrial, it is anticipated that inhibition of telomerase will not
only affect telomere biology but also mitochondrial function.
Consistent with this hypothesis, we previously showed that lack of
TERT specifically in mitochondria (... TERT) causes mitochondrial
dysfunction and increases basal levels of autophagy (Sharma et
al,, 2012). Recently, it was demonstrated that inhibition of
telomerase in a mouse model led to an initial phase of tumor
regression followed by resumption of growth of resistant tumors
that, interestingly, had dysfunctional mitochondria (Hu et al.,
2012). These findings together with our previous data that cells
expressing n..TERT are highly resistant to oxidative stress
(Santos et al., 2006) led to the hypothesis that the absence of
TERT in mitochondria sets in motion a mitochondrially-driven
signaling cascade that eventually allows cells to adapt to stress.
Using normal fibroblasts expressing wild type or ,,TERT, here
we show that this signaling cascade is TERT and mitochondrial
ROS-driven, that it involves AMP-activated protein kinase (AMPK)
and autophagy, and that it leads to resistance to exogenous
oxidative stress. Taken together, our data indicate that inhibition
of telomerase for cancer therapy should include evaluation of the
subcellular localization of TERT.

doi:10.1016/j.freeradbiomed.2012.10.135
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Increased Expression of IL-24 MRNA in Murine
Mammary Cancer Cells by Palm Tocotrienols

Kanga Rani Selvadurayl, Ammu K Radhakrishnan’, Methil Kannan
Kutty’, and Kalanithi Nesaretnam’

1Malaysian Palm Oil Board,Malaysia, ?International Medical
University, Malaysia 3University Technology Mara, Malaysia
Several mechanisms have been postulated for the anti-cancer
effects of tocotrienols. In this study, the anti-cancer mechanism of
tocotrienols is for the first time linked to increased expression of
interleukin-24 (IL-24) mRNA, a cytokine reported to have anti-
tumor effects in many cancer models. The anti-proliferative effects

S50 SFRBM 2012
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RESUMEN

| Cancer Hepatico o Carcinoma Hepatocelular (HCC)

y el Cancer de Seno Triple Negativo (por sus siglas en
inglés TNBC, Triple Negative Breast Cancer), son problemas
de salud publica en el mundo, por su dificil tratamiento y alta
resistencia a la quimioterapia. En el caso del HCC, dado la
aparicion tardia de los sintomas y signos de la enfermedad,
rara vez se diagnodstica a tiempo, siendo fatal dentro de los
3 a 6 meses siguientes a su diagnostico. TNBC representa
aproximadamente el 15-20% de todos los casos de cancer
de mama, y generalmente se considera como el méas severo
subgrupo, dado que no expresa los genes para los receptores
de estrogenos, progesterona y HER2 (por sus siglas en
inglés, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), por lo
tanto, no responde a la hormonoterapia (como tamoxifeno
o inhibidores de la aromatasa) ni a las terapias dirigidas a
los receptores de HER2, como Herceptin (nombre genérico:

Palabras clave: Bioenergética, Cancer hepatico, Cancer de Mama

trastuzumab), conllevando un mayor riesgo de recaida y
una tasa de mortalidad mas alta en comparaciéon con otros
subtipos de cancer de mama.

En la actualidad, los farmacos utilizados para el tratamiento
del cancer, como la doxorubicina, son agentes citostaticos que
causan arresto celular, y que inducen apoptosis por aumento
de niveles de Bax y p38 MAPK, mediados por la inhibicién
de Akt. Desafortunadamente, la Doxorrubicina, a pesar de
sus propiedades contra el cancer, induce miocardiopatia
severa, aparentemente por la inhibicion de la Citocromo C
oxidasa Subunidad Vb y por aumentar la produccién de ROS.
Otros enfoques incluyen inhibidores de la via MAPK kinasa
como el Nexavar® (Sorafenib), e inhibidores Tirosin-Kinasa
con actividad contra los receptores del factor de crecimiento
epidérmico 1y 2, como el Tacerva® (Erlotinib). Sin embargo,

1. Fundacion Cardiovascular de Colombia. Correspondencia: direcciéncientificabt@fcv.org

2. Universidad del Valle, Colombia. E-mail: lissette.sanchez@correounivalle.edu.co

3. Profesor Univalle y UDES. Universidad de Santander, Colombia. Email: marcoslopez@fcv.org
4. Assistant Professor. Universites d"Aix-Marseille, France. E-mail: micaelhardy@aol.com
5. Associate Professor. Universites d’Aix-Marseille, France. E-mail: olivier.ouari@univ-amu.fr
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ninguno de ellos son eficaces, no s6lo porque no son capaces
de inhibir totalmente la proliferacion tumoral, sino también
porque afectan a las células normales conduciendo en la
mayoria de los casos a insuficiencia renal aguda y muerte.

Se conoce que tanto el HCC y el TNBC se caracterizan por
la disfuncion mitocondrial, la glicélisis elevada, el aumentd
en el metabolismo glutamindlisis, la produccién de lactato
y la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Actualmente, esta ampliamente aceptado que el metabolismo
mitocondrial estd normalmente reprogramado para permitir
el crecimiento de células de cancer y la proliferacion. Por
ejemplo, la fosforilacién oxidativa mitocondrial en el cancer
es esencial para satisfacer la creciente demanda de la
biosintesis de metabolitos necesarios para la proliferacion
de células tumorales sin restricciones. Del mismo modo, los
niveles alterados de ciertos subproductos metabdlicos de
las mitocondrias, tales como ROS, han sido implicados en la
iniciacion del tumor y mantenimiento, asi como son esenciales
para tumorigenecidad mediada por Kras.

Las terapias selectivas dirigidas a la afectacion de la
bioenergética mitocondrial de HCC y TNBC, se convierten
en una estrategia potencial con resultados prometedores.
Recientemente hemos sintetizado dos compuestos dirigidos
a la mitocondria MTA (Mitochondria Target Agent), MitoSG1
y Mitometformina, cuyos compuestos parenterales son SG1
y Metformina respectivamente, son conjugado a un catiéon de
alkyl triphenylphosphonium. Dado las diferencias del potencial
de membrana de las células tumorales, estos compuestos
tienen una acumulacion selectiva permitiendo su accidon
directa sobre la mitocondria de las células de HCC y TNBC.

En nuestros resultados preliminares encontramos que
MitoSG1 inhibe el crecimiento de la linea celular de HCC
HepG2, a concentraciones de 2.5uM a las 24 horas de
tratamiento. MitoSG1 ejerce efectos citotoxicos con una
IC50 de 3.6uM, con intervalos entre 2.28uM y 5.9uM.
Adicionalmente MitoSG1 genera una afectacion del potencial
de membrana a las 24 horas de tratamiento, evidenciando
una induccion temprana a apoptosis via mitocondrial. Por
su parte la Mitometformina present6 sobre la linea celular
HepG2 una IC50 de 358.7uM, una concentracién mayor que
la requerida por MitoSG1, concluyendo en HCC que la linea
celular es mas susceptible al desequilibro del estado REDOX
ocasionado por MitoSG1, que a la posible afectacién causada

por la activacion de AMPK o inhibicién de la Glicerofosfato
Deshidrogenasa, ocasionada por Mitometformina.

MitoSG1 genera efectos citotdxicos en las lineas celulares
Triple Negativas de seno MDA MB231 y MDA MB468, con
IC50 que oscilan entren 1 y 2uM del compuesto, asi como
una afectacién del potencial de membrana, indicandonos que
la mitocondria es su blanco de accion.

MitoSG1 presentd efectos sinérgicos con Erlotinib vy
Doxorubicina en la linea Celular HepG2, asi como un
efecto aditivo con Sorafenib. En el caso de MDA MB231,
MitoSG1 potencia los efectos citotéxicos de Doxorubicina,
sugiriéndonos su potencial uso como coadyuvante del
tratamiento.

Aspectos éticos. En el desarrollo de esta investigacion no
se incluyeron estudios en humano o animales, por lo que su
desarrollo no implicé ningun tipo de riesgo y por ende, no
le aplican las consideraciones de las Resolucion 8430 de
1993. Los experimentos fueron realizados en lineas celulares
comerciales.
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Oxidized phospholipids control adipose tissue macrophage bioenergetics and inflammatory capacity through a TLR2-Syk-Ceramide dependent
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Coordinated microRNA silencing of Nox4 NADPH oxidase and myocardin regulates smooth muscle cell dedifferentiation in vascular disease.
The Redox Sensitive Inactivation of Mitochondrial Sirt3, SOD2 Hyperacetylation and Complex | Superoxide Production in Endothelial Dysfunctic
Redox-dependent interaction between protein disulfide isomerase and p47phox activates Nox1 NADPH oxidase in vascular disease.

Nitro-oleic acid inhibits soluble Epoxide Hydrolase via adduction at Cys521 to provide cardioprotection against ischemia and reperfusion injury
Cardiac-specific deletion of protein tyrosine phosphatase 1B exacerbates pressure overload-induced hypertrophy and heart failure in mice
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Intraarticular Administration of N-Acetylcysteine Prevents Progression of Post-Traumatic Osteoarthritis in a Large Animal Model of Intraarticular

ABSTRACT TITLE

TLK117-induced GSTP inhibition attenuates TGF-&[beta]-induced lung fibrotic remodeling
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Arole for DUOX1 and NOX2 in the redox regulation of EGFR signaling in the airway epithelium.

Reductive stress associated with male gender contributes to the pulmonary hypertension and right ventricle dysfunction

ABSTRACT TITLE

Glutathione S-Transferase P1-catalyzed Protein S-Glutathionylation in lung cancer

Identification of isoketal-modified proteins and genes that regulate their formation.

Reactions of oxidants with disulfide bonds: evidence for selective reactivity at specific sites

Characterisation of the products of disulfide bond oxidation by the inflammatory oxidant hypochlorous acid (HOCI)
Mitochondrial protein thiols control metabolism by modulating activity and levels of key metabolic enzymes
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Articulo publicado: Abstract “Targeting triple-negative
breast cancer metabolism and bioenergetics by
mitochondria-targeted SG-1 nitroxide (Mito-SG1)”.



abnormal clonal plasma cells in the bone marrow. Despite recent
advancements in anti-myeloma therapies, MM remains an
incurable disease with only a slight increase in the median
survival rate to 5 years. Therefore, more effective therapies are
needed. Antioxidant molecules are upregulated in many human
cancers, correlating with tumor proliferation, survival, and drug-
resistance and therefore, have been suggested as potential
therapeutic targets. This study investigated the cross-talk
between two major antioxidant molecules, thioredoxin reductase 1
(TrxR1) and heme oxygenase-1 (HO-1), and their therapeutic
implications in MM. We found that TrxR1 levels are upregulated in
MM cells compared to normal cells. We therefore tested the effect
of TrxR1 inhibition using a specific inhibitor, auranofin, on MM cell
growth. Although auranofin significantly inhibited TrxR1 activity at
the lower concentrations, MM cell proliferation was only inhibited
at the higher concentrations of auranofin. Interestingly, inhibition
of TrxR1 activity upregulated another oxidative stress-responsive
protein, HO-1, which has been shown to act as a secondary anti-
apoptotic protein in other cancers. Inhibition of TrxR1 in
conjunction with HO-1 significantly inhibited MM cell growth and
induced apoptosis. Thus, HO-1 acts as a secondary anti-apoptotic
mechanism in MM. Results showed that TrxR1 regulates HO-1
via the Nrf2 signalling pathway. These findings indicate that
TrxR1 alone or in conjunction with HO-1 may serve as an
effective therapeutic target to treat MM. Hence, this research
highlights how understanding the cross-talk between these
antioxidant systems may help in designing more effective
therapeutic strategies to cure MM.

doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2015.10.188

doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2015.10.189
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Chrysin Attenuates 5- Fluorouracil Induced Renal
Toxicity: Possible Role of Oxidative Stress and
Apoptosis

Summya Rashid' and Sarwat Sultana’

"Jamia Hamdard, India

5-Fluorouracil (5-FU) is an effective anticancer drug commonly
used for the treatment of various malignancies. It has varied
undesirable effects such as hepatotoxicity, nephrotoxicity and
cardio toxicity which limit its broad and widespread clinical
practice. It is found to result in remarkable organ toxicities along
with increased oxidative stress and apoptosis. Chrysin (CH) is a
natural flavonoid having anti-oxidative, anti-inflammatory and anti-
cancerous activities. It is found in many plant extracts, blue
passion flower, honey and propolis. The present study was
designed to investigate the efficacy of CH against 5-FU induced
renal toxicity in Wistar rats by biochemical, histopathological and
immunohistochemical approaches.

Rats were subjected to prophylactic oral treatment of CH for 21
days at a lower dose of 50mg/kg b.wt. and a higher dose of
100mg/kg b.wt. against renal toxicity induced by single intra
peritoneal injection of 5-FU (150 mg/kg bwt). The probable
mechanism of 5-FU induced renal toxicity is the generation of free
radicals resulting in oxidative stress; activation of apoptotic
pathway by upregulation of p53, bax, caspase-3 and down
regulating Bcl-2. On the contrary, prophylactic treatment of CH
decreased renal serum toxicity markers, increased renal anti-
oxidant armory as well as regulated apoptosis in kidneys of Wistar
rats. Histopathological alterations further confirmed the
biochemical and immunohistochemical data. Hence, results of the
present finding suggest that CH may be a positive modulator in
alleviating 5-FU induced renal toxicity and may be used in
combinational therapy before further pre-clinical and clinical
testing.

149

Targeting Triple-Negative Breast Cancer Metabolism
and Bioenergetics by Mitochondria-Targeted SG-1
Nitroxide (Mito-SG1)

Sandra Milena Sanabria-Barrera’?, Lissette Carolina Sanchez-
Aranguren’?, Cindy Tatiana Espinosa-Gonzalez!, Laura Maria
Gonzalez-Ortiz', Micael Hardy?, Olivier Ouari®, and Marcos Lopez'?’
Cardiovascular Foundation of Colombia, Santander, Colombia,
2Universidad del Valle, Cali, Colombia, 3Aix Marseille Université,
France

Triple-negative breast cancer (TNBC), are aggressive forms of
breast cancer that are negative for estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR) and human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2) expression and do not respond well to
chemotherapy. Thus, still an unmet challenge is to develop
selective, safe and clinically useful therapies to treat TNBC.
Recently, it has been reported that TNBC is characterized by
mitochondrial dysfunction, elevated glycolysis, and increased
generation of reactive oxygen species (ROS) as compared to
receptor positive breast cancer cells. Thus, a viable strategy to
treat TNBC is by targeting the biochemical differences between
cancer and normal cell metabolism and mitochondrial
bioenergetics with mitochondria-targeted nitroxides (MTNSs).
MTNs have been shown to exert selective cytotoxic effects in
breast cancer but not in normal cells. To this end, we analyzed
the mitochondrial bioenergetics effects of Mito-SG1 [(N-tert-butyl-
N-[1-diethylphosphono-(2,2-dimethylpropyl)] nitroxide conjugated
to an alkyl triphenylphosphonium cation, in TNBC (MDA MB231
and MDA MB468), non-TNBC (MCF7 and T47D) and normal
breast epithelial cells (MCF-10A). We found that Mito-SG1
selectively induced a dose dependent inhibition of cell viability
and growth in TNBC and non-TNBC cells but not in normal MCF-
10A cells. Treatment with Mito-SG1 also induced a concentration
dependent change in mitochondrial membrane potential as
measured by JC-1 flow cytometry and an increase in superoxide
production detected by Mito-Sox fluorescence in TNBC. In
addition, using a Seahorse Biosciences XFe24 extracellular flux
analyzer, we established that Mito-SG1 induced a dose
dependent decrease in oxygen consumption rate (OCR), maximal
respiration and spare respiratory capacity in TNBC and non-
TNBC cells. We also discovered that treatment with Mito-SG1
prompted a switch in both TNBC baseline and stressed metabolic
phenotypes suggesting that it impaired the cells ability to meet
their energetic demands for survival by targeting mitochondrial
OCR. Also, Mito-SG1 was found to synergize with current TNBC
treatment doxorubicin (DOX), enhancing its toxicity at
submicromolar concentrations. Our results demonstrate that
mitochondria-targeted nitroxide Mito-SG1 could be used as a
novel alternative for the treatment of triple negative breast
cancers.

doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2015.10.190

150

The Selective Toxicity of Pharmacological Ascorbate

Is Mediated by Alterations in Iron Metabolism

Joshua D Schoenfeld', Zita A. Sibenaller', Claire M. Doskey', Kranti A.
Mapuskar', Kalpaj R. Parekh', John C. Keech', Joseph J. Cullen’, Garry
R. Buettner', Douglas R. Spitz', and Bryan G. Allen’

"University of lowa, USA

S72 SFRBM 2015
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Travel Award Society for Redox Biology and Medicine,
Noviembre 2 de 2015.
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ANEXO 10

Soporte Travel Award Seahorse Bioscience,
Noviembre 2015.



14/8/2017 Zimbra:

Zimbra: sandrasanabria@fcv.org

Seahorse Travel Award!

De : Naomi Goumillout jue, 05 de nov de 2015 10:15
<NGoumillout@seahorsebio.com>

Asunto : Seahorse Travel Award!
Para : sandrasanabria@fcv.org

Dear Sandra,

On behalf of Seahorse Bioscience, | am delighted to advise that you are being
awarded a $900 Seahorse Travel Award for your presentation - Targeting Triple-
Negative Breast Cancer Metabolism and Bioenergetics by Mitochondria-Targeted
SG-1 - to be presented at the conference: Targeting Triple-Negative Breast Cancer
Metabolism and Bioenergetics by Mitochondria-Targeted SG-1 Nitroxide (Mito-SG1)
being held Nov 20, 2015 in Boston, MA.

Well done! Your work meets our goal of enabling new discoveries on the role of
cellular bioenergetics in pathophysiology. We look forward to uploading your
presentation to our web site.

To process your travel award, please could you supply the following bank
information so that we can wire you the funds.

* Beneficiary Full Name:

* Beneficiary Home Address:

* IBAN#

* BIC/ABA/Swift#:

* Bank Name:

* Bank Account Number

* Bank City & Province:

* Bank Country:

Again, congratulations!

Regards,
Naomi

Naomi Goumillout | Marketing Communications Manager | Seahorse Bioscience, a part of Agilent
Technologies | +1 978 671 1619

https://webmail.fcv.org/h/printmessage?id=6478&tz=America/Bogota 1/2



ANEXO 11

Ponencia Oral sometida “Targeting Triple-Negative
Breast cancer Metabolism and Bioenergetics by
Mitochondria-Targeted SG-1 Nitroxide (Mito-SG1): Effects
Beyond Mitochondria” Evento Internacional: Second
Adriatic Symposium on Biophysical Approaches in
Biomedical Studies. Septiembre 24-28 de 2017. Split,
Croacia.



Targeting Triple-Negative Breast Cancer Metabolism and
Bioenergetics by Mitochondria-Targeted SG-1 Nitroxide (Mito-SG1):
Effects Beyond Mitochondria

Sanabria-Barrera SM'-2, Hardy M3, Ouari O3, Lopez M'?

"Translational Biomedical Research Group, Cardiovascular Foundation of
Colombia, Carrera 5a No. 6-33, Floridablanca, Santander, Colombia
2Graduate Program of Biomedical Sciences, Faculty of Health, Universidad del
Valle, Calle 4B No. 36-00, Cali, Colombia, Cali, Colombia
3Aix Marseille Univ, CNRS, ICR, Equipe SREP, Marseille, France

Triple-negative breast cancer (TNBC) is a hard-to-kill form of breast cancer that is
negative for estrogen (ER), progesterone (PR), and human epidermal growth factor
receptors (HER2) expression. Currently, there is no efficient therapy for TNBC.
However, TNBC is characterized by mitochondrial dysfunction, elevated glycolysis, and
increased generation of reactive oxygen species (ROS) as compared with receptor
positive breast cancer cells. Then, targeting the biochemical differences between cancer
and normal cell metabolism and mitochondrial bioenergetics with mitochondria-targeted
nitroxides (MTNs) is a viable strategy. MTNs have been shown to exert selective
cytotoxic effects in breast cancer but not in normal cells [1]. Here, we tested the cytotoxic
effects of Mito-SG1 [(N-tert-butyl- N-[1-diethylphosphono-(2,2-dimethylpropyl)] nitroxide
conjugated to an alkyl triphenylphosphonium cation, in TNBC and normal breast
epithelial cells. Mito-SG1 selectively induced a dose-dependent inhibition of cell viability
and growth in TNBC and non-TNBC cells but not in normal MCF-10A cells [2]. Treatment
with Mito-SG1 also induced a concentration-dependent change in mitochondrial
membrane potential and an increase in ROS production. We also established that Mito-
SG1 targets mitochondria inducing a decrease in oxygen consumption rate (OCR),
maximal respiration and spare respiratory capacity in TNBC and non-TNBC cells. We
also discovered that treatment with Mito-SG1 prompted a switch in both TNBC baseline
and stressed metabolic phenotypes, suggesting that it impaired the cells’ ability to meet
their energetic demands for survival by targeting mitochondria. Interestingly, we also
found that Mito-SG1 effects are beyond targeting mitochondria. Treatment of TNBC cells
demonstrated that Mito-SG1 also impacts the Ras-MEK-ERK pathway, preventing
downstream phosphorylation of kinases. Our results demonstrate that mitochondria-
targeted nitroxide Mito-SG1 could be used as a novel alternative for the treatment of
TNBC and that its effects are beyond targeting mitochondria.

Acknowledgements: This work was supported by a grant from the Research Foundation
of the Bank of the Republic of Colombia grant 201408 (ML).

[1] Zielonka J et al., Chem. Rev., 2017 Jun 27. doi: 10.1021/acs.chemrev.7b00042.
[2] Sanabria-Barrera SM et al., Free Radic. Biol. Med. 87, Supplement 1:S72, 2015.



ANEXO 12

Proyecto aprobado Convocatoria de Salud de
COLCIENCIAS Conv 744-2016
“Tratamiento selectivo de cancer gastrico afectando la
bioenergética mitocondrial”. Investigadora principal
Sandra Milena Sanabria Barrera.

Codigo SIGP 65667155040.
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Bogota, D.C., 9-12-2016

Doctora

MARIA MARGARITA DIAZ MARTINEZ
Representante Legal

FUNDACION CARDIOVASCULAR DE COLOMBIA
Calle 155A No. 23-58 El Bosque Sector E-1
Floridablanca - Santander

Referencia: Legalizacién Contrato No. 729 de 2016

Respetada sefiora:

Por medio de la presente le envio copia del contrato de financiamiento No. 729 de
2016 celebrado con COLCIENCIAS, encontrandose cumplidos los requisitos para,s
perfeccionamiento y ejecucién, habiéndose aprobado el ¢ de diciembre del pre; nte
afio la garantia presentada por la FUNPRACION CARDIOVASCULA
COLOMBIA, mediante la pdliza No. 1738933-g de ta Aseguradora Suramerlcana.

En consecuencia le informo que ia Gestora del Programa Nacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion en Salud de Celciencias, sera su interlocutora con la
entidad en su calidad de supervisora del mencionado contrato.

Adicionalmente es preciso sefalar que el documento se regira por la legislacion
Colombiana y las normas internas que al respecto ha expedido Colciencias, en
especial |a-Resolucion 303 de 2013,

ATMARIA ZAPATA BUSTAMANTE
Secrelaria Generai

visd: LKJaimes
boro: MDPHerreraﬁk

Coh copia a la Gestora del Programa Nagional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién en Salud - Supervisora /
Direccion Administrativa y Financiera para los fines pertinentes.

Av. Calle 26 No. 57-41 Torre 8
Bogota D.C. — Colombia
Telefono: {57-1) 625 8480
Fax: (57-1) 625 1788
www.colciencias.gov.co
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CONTRATO DE FINANCIAMIENTO RC No. DE 2016 CELEBRADO
ENTRE COLCIENCIAS Y LA FUNDACION CARDIJV?A%CULAR DE COLOMBIA

Entre el DEPARTAMENTO ADMINISTRATIVO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E
INNOVACION - COLCIENCIAS, organismo principal de la administracion publica,
transformado por la Ley 1286 de 2009, representado para estos efectos por
LILIANA MARIA ZAPATA BUSTAMANTE, identificada con la cédula de
ciudadania No. 42.898.796, nombrada mediante el Decreto 2751 del 24 de
noviembre de 2013, y posesionada mediante el Acta No. 40 de 2013, quien obra
en su calidad de Secretaria General, debidamente facultada por la Resolucion No.
429 de 2016, quien en adelante se denominara COLCIENCIAS, por una parte y
por |la otra la FUNDACION CARDIOVASCULAR DE COLOMBIA con Nit. No.
890212568-0, representada para efectos de este contrato por MARIA
MARGARITA, DIAZ MARTINEZ/ identificada con la cédula de ciudadania No.
63.283.641/quien en adelante se denominara LA ENTIDAD, acuerdan celebrar el
presente contrato para otorgar apoyo econdmico por parte de COLCIENCIAS,
previas las siguientes consideraciones:

1. Que la competencia para firmar la contratacién esta radicada en cabeza de [a
Secretaria General en razén a que la cuantia del presente contrato s por la suma

, de TRESCIENTOS CUARENTA Y NUEVE MILLONES NOVECIENTOS NOVENTA
Y OQOCHO MiL/ OCHOCIENTOS CINCUENTA Y SEIS PESOS MI/CTE
($349.998.856)/ teniendo en cuenta que la Resolucidbn N° 429-2016 faculta a la
Secretaria General para suscribir contrates cuya cuantia,vaya desde la minima y
que no supere la menor cuantia que es de $448.145.1067 asi como las adiciones de
este contrato.

2. Que COLCIENCIAS abrié la convocatoria No.744 de 2016 cuyo objeto es
“Generar estrategias que promuevan acciones dinigidas a mitigar el riesgo de
ocurrencia y reduccion de la carga de la enfermedad, a través de la financiacion
de proyect9$ de investigacion, desarrollo tecnolégico e innovacion de alto
impacto’.

3. Que conforme a la Resolucion No.1008 del 28 de septiembre de 2015, se
publico ef banco definitivo de elegibles de la convocatoria No.?éy de 2018 el cual
contgnia la propuesta presentada con e! codigo 6566744550407 ocupando el lugar
20n el bancao definitivo.

4. Que el Decreto Ley 591 de 1991, en su articulo 2° numerales 1°y 3°, seftalan que

son actividades cientificas y tecnolégicas entre otras la investigacion cientifica y GOVASC)
desarrolio tecnoldgico, desarrollo de nuevos productos y procesos, creacion y apoy ov""‘

a centros de investigacion y tecnologicos y conformacion de redes de investigacion

’ Pagina 1 de 11 Av. Calle 26 N° 571 Torre 8 Pisdh% N
Fax: (57-1) 625 1785\
Bogota D.C. - Colombia

wWWww.colciencias.qov.co :

31200 46.
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(£) COLCIENCIAS

CONTRATO DE FINANCIAMIENTO RC No. 729  DE 2016 CELEBRADO
ENTRE COLCIENCIAS Y LA FUNDACION CARDIOVASCULAR DE COLOMBIA

informacion y los servicios cientificos y tecnologicos que se refieren a la realizacion
de planes, estudios, estadisticas y censos de ciencia y tecnologia; a la
homologacion, normalizacién, metodologia, certificacidn y control de calidad; a la
prospeccion de recursos, inventario de recursos terrestres y ordenamiento territorial;
a la promocion cientifica y tecnolégica; a la realizacion de seminarios, congresos y
talleres de ciencia y tecnologia, asi como a la promocion y gestion de sistemas de
calidad total y de evaluacion tecnolégica.

5. Que el articulo 8° del Decreto Ley 591 de 1991 consagra la posibilidad que la
Nacion celebre contratos de financiamiento de actividades cientificas vy
tecnologicas, entre otras, en la modalidad de recuperacion contingente.

6. Que dentro de las funciones de COLCIENCIAS establecidas en la Ley 1286 de
2009, articulo 7°, numerales 6, 9, 11, 14 y 17, se encuentran las de fomentar
instrumentos de gestion y promover fa inversion para la investigacion, el desarrollo
cientifico y la innovacién, asi como propiciar fas condiciones necesarias para que los
desarrollos cientificos, tecnologicos e innovadores favorezcan el mejoramiento de las
condiciones de vida de los ciudadanos y coordinar ta politica nacional de ciencia y
tecnologia con las politicas nacionales, regionales y sectoriales del Estado, entre
otras, en seguridad social y salud.

7. Que de conformidad con las anteriores consideraciones, el presente contrato de
financiamiento se regira por las siguientes clausulas:

PRIMERA. OBJETO: Otorgar apoyo economico a la ENTIDAD por parte de
COLCIENCIAS, en la modalidad de recuperacion contingente, para la financiacion
del proyecto ftitulado: “Tratamiento selectivo del cancer gastrico afectando fa
bioenergética mftocondrfa!?,/ con codigo No. 656674455040/

SEGUNDA. OBLIGACIONES DE LAS PARTES:

2.1. DE LA ENTIDAD: La ENTIDAD se obliga a desarrollar cabalmente et objetivo
general, objetivos especificos del contrato, y o establecido en el memorando de
elaboracion del contrato y, en especial a:

,Péagina 2 de 11 Av. Calle 26 N° 57-41 Torre 8 Pisc 2
Telefono: (57-1) 625 8480

Fax: (57-1) 625 1788

Bogota D.C. - Colombia

www. colciencias.gov.co
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CONTRATO DE FINANCIAMIENTO RC No. 724 DE 2016 CELEBRADO
ENTRE COLCIENCIAS Y LA FUNDACION CARDIOVASCULAR DE COLOMBIA

garantizar su disponibilidad para ejercer la direccion del contrato, en caso de
cambio debera solicitar la autorizacion previa por escrito de COLCIENCIAS.

2.1.3. Aportar y obtener los recursos de contrapartida a que hace referencia la
clausula cuarta del presente contrato.

2.1.4. Aplicar ios recursos del apoyo econdémico exclusivamente a las actividades
del contrato, en las cuantias y para los rubros aprobados y solicitar la autorizaciéon
. previa de COLCIENCIAS por parie del supervisor para el traslado de recursos de

un rubro a ofro, que exceda del treinta por ciento (30%) del rubro de destino, en el
presupuesto inicial.

2.1.5. Garantizar la dedicacién de todos los investigadores y demas personal a las
labores del contrato, y gestionar ante el investigador principal la vinculacién de
personal identificado en la propuesta solamente con perfil, respetando los términos
de la convocatoria.

2.1.6. Presentar ante el supervisor dos (2) informes de avance técnico y financiero
en archivo fisico y magnético, uno al mes doce (12) y otro al mes veinticuatro (24)
y un informe final técnico y financiero en el mes treinta y seis (36).

2.1.7. Rendir cuentas a COLCIENCIAS scbre la inversion de los recursos
entregados a titulo de apoyo econdmico del contrato.

2.1.8. Adoptar criterios de eficiencia, transparencia y economia en la adquisicién
. de bienes o servicios con destino al contrato, cumpliendo los términos de la
convocatoria.

2.1.9. Usar jos recursos publicos en la destinacién especifica establecida en el
presente contrato.

2.1.10. Utilizar, durante el plazo del presente contrato, los bienes adquiridos con
recursos del apoyo econdmico exclusivamente para los fines relacionados con la
ejecucion de éste contrato.

.apoyo econdémico.
I

T

- Pagina 3 de 11 Av_Calle 26 N° 57-41 Torre 8 PisOhZ#
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CONTRATO DE FINANCIAMIENTO RC No. 7724 DE 2016 CELEBRADO
ENTRE COLCIENCIAS Y LA FUNDACION CARDIOVASCULAR DE COLOMBIA

2.1.12. Proporcionar toda la informacion que sea solicitada por COLCIENCIAS, o
por los organismos de control del Estado en relacion con el contrato.

2.1.13. Dar cumplimiento a las disposiciones vigentes en materia de manejo
ambiental y obtener los permisos y licencias correspondientes por parte de las
autoridades competentes, si a ello hubiere lugar.

2.1.14. Destacar en toda publicacion, actividad o material divulgatorio relacionado
con el contrato y su ejecucidon, que éste se financia con recursos de
COLCIENCIAS.

2.1.15. Garantizar en caso de generarse la comercializacién de productos como
resultado del presente contrato, que en la imagen de los mismos se informe que
éstos son el resultado de una investigacion financiada por COLCIENCIAS.

2.1.16. Dar cumplimiento a sus obligaciones con los sistemas de salud, riesgos
profesionales, pensiones de conformidad con lo establecido en las leyes 789 de
2002 y 828 de 2003 y demas normas concordantes y complementarias.

2.1.17. Comunicar oportunamente a COLCIENCIAS cualquier cambio de su
dgomicilio.

2.1.18. Disponer los recursos necesarios para el mantenimiento eficiente de las
obras y equipos financiados con recursos del contrato; operarlos y mantenerlos de
acuerdo con las normas técnicas generalmente aceptadas.

2.1.19. Permitir el uso de los equipos adquiridos con recursos del apoyo
economico, durante los cinco (5) afios posteriores a ia terminacion del contrato, a
Grupos de Investigacion, Centros de Desarrollo Tecnologico cobrandoles por este
servicio solamente los costos de operacion atribuibles a la fraccion del tiempo en
que los usen.

2.1.20. Girar a la entidad que COLCIENCIAS le indique el 3% del valor del
financiamiento otorgado, correspondiente a seguimiento y evaluacion del contrato
de conformidad al capitulo 8 numeral 8.2 de los terminos de referencia de la
. ~Convocatoria No. 744 de 2016.

2.1.21. Las demas obligaciones inherentes a la naturaleza y objeto del presentg
“contrato.
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2.2. DE COLCIENCIAS:

2.2.1. Otorgar apoyo econdmico a la ENTIDAD en la modalidad de recuperacion
contingente, para la financiacién del objeto del contrato.

2.2.2. Efectuar el desembolso del apoyo econdmico de acuerdo con lo consignado
en la clausula tercera de este contrato.

2.2.3. Efectuar la supervision del contrato mediante el seguimiento de la ejecucion
. del contrato.

" TERCERA. VALOR DEL CONTRATO Y DESEMBOLSO: COLCIENCIAS otorga a
LA ENTIDAD apoyo econdmico por la suma de TRESCIENTOS CUARENTA Y
NUEVE MILLONES NOVECIENTOS NOVENTA Y OCHO MIL OCHOCIENTOS
CINCUENTA Y SEIS PESOS M/CTE ($349.998.856), de acuerdo con el certificado
de disponibilidad presupuestal No. 116 del 1 de marzo de 2016/I65 cuales seran
girados a la ENTIDAD en un solo desembolso al cumplirse los requisitos de
perfeccionamiento y ejecucién del contrato.

CUARTA. CONTRAPARTIDA: LA ENTIDAD se compromete a aportar la suma de
CUATROCIENTOS OCHENTA Y NUEVE MILLONES TRESCIENTOS VEINTIUN
MIL SETECIENTOS CUARENTA Y OCHO PESOS M/CTE ($489.321.748}, de los
cuales TRESCIENTOS CATORCE MILLONES QUINIENTOS SETENTA Y UN MIL
NOVECIENTOS NOVENTA PESOS M/CTE ($314.571.990) son en especie y DOS
MILLONES OCHOCIENTOS SETENTA Y TRES MIL PESOS M/CTE ($2.873.000)
. son en dinero, y se compromete a obtener de la Fundacion Cardiovascular de
Colombia Zona Franca un aporte de CIENTO SETENTA Y UN MILLONES
QCHOQCIENTOS SETENTA Y SEIS MIL SETECIENTOS CINCUENTA Y OCHO
PESOS M/CTE ($171.876.758) en especie-

LA ENTIDAD declara que los recursos que ella y la COEJECUTORA aportan
como contrapartida provienen de actividades licitas.

QUINTA. PLAZO DEL CONTRATO: El plazo del contrato sera de treinta y seis
~, (36) meses! contados a partir del desembolso, previo registro presupuestat y
‘aprobacién de la garantia correspondiente.

A obhgamones contraidas por la ENTIDAD a traves del Gestor del Programgz w W -
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Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién en Salud de la Direccion de
Fomento a la Investigacion, o quien haga sus veces, quien vigilara el cumplimiento
de las mismas. En desarrollo de su funcion, el supervisor cumplira, en especial lo
siguiente:

6.1. Atender el desarrollo de la ejecucion del contrato.

6.2. Comunicar en forma oportuna a la Secretaria General, las circunstancias que
afecten el normal desarrollo del contrato.

6.3. Elaborar técnica y oportunamente las actas y/o constancias requeridas para el
cumplimiento y eficaz ejecucion del contrato. '

6.4. Comunicar en forma oportuna a la Secretaria General la ocurrencia de hechos
constitutivos de mora o incumplimiento por parte de la ENTIDAD.

6.5. Verificar que la ENTIDAD efectle el pago de aportes al Sistema de Seguridad
Social de los trabajadores a su cargo.

El supervisor designado podra ser variado por la Direccion General de
COLCIENCIAS, segun lo establecido en la Resolucién N. 303 de 2013.

SEPTIMA. PROPIEDAD INTELECTUAL: En los casos de proyectos de
investigacién y desarrollo de ciencia, tecnologia e innovacién y de tecnologias de .
la informacién y las comunicaciones, adelantados con recursos publicos que se
llegaren a generar derechos de propiedad intelectual sobre los resultados que se
obtengan o se pudieran obtener en el marco del desarrollo del presente convenio
la titularidad sobre los mismos se regira por lo establecido en el articulo 10 de la
Ley 1753 de 2015. COLCIENCIAS podra ceder a titulo gratuito, salvo por motivos
de seguridad y defensa nacional, los derechos de propiedad intelectual que
correspondan, y autorizar su transferencia, comercializacién y explotacion a quien
adelante y ejecute el proyecto, sin que ello constituya dafio patrimonial al Estado.
Sin perjuicio de los derechos de propiedad intelectual establecidos, los resultados
de las investigaciones y desarrollos tecnoldgicos y de innovacién que se deriven del
presente convenio, podran ser divulgados por COLCIENCIAS.

" OCTAVA. PROTECCION CONTRACTUAL: COLCIENCIAS protegera el patrimont
publico a través de las siguientes clausulas:
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8.1. GARANTiAS./ LA ENTIDAD se compromete a constituir a favor de
COLCIENCIAS, garantia unica a favor de entidades estatales ante un banco o
compafia de seguros legalmente establecida en Colombia, cuya poliza matriz esté
aprobada por la Superintendencia Financiera de Colombia a fin de respaldar el
cumplimiento de las obligaciones que surjan de la celebracion, ejecucion,
terminacion y liquidacion del presente contrato con el objeto de amparar el riesgo
de CUMPLIMIENTO, por una cuantia equivalente al veinte por cientc (20%) del
valor del apoyo economico otorgado por COLCIENCIAS, y con vigencia por el
plazo del contrato y seis (6) meses mas. PARAGRAFO .- En caso que se
prorrogue el piazo de ejecucion del presente contrato o se adicione el valor LA
ENTIDAD se compromete a presentar el certificado de maodificacion de Ilas
garantias de conformidad con el nuevo plazo y/o valor pactado. PARAGRAFO Il.-
LA ENTIDAD debera mantener la garantia en plena vigencia y validez en los
términos expresados en esta clausula y debera pagar las primas y cualquiera otra
expensa necesaria para constituirla, mantenerla, prorrogarla o adicionaria.

8.2. INDEPENDENCIA DE LAS PARTES E INEXISTENCIA DE RELACION
LABORAL. En todas las acciones derivadas del presente contrato y de los
subsecuentes contratos especificos y/o derivados, las partes implementaran todo
lo que esté a su cargo con total independencia, atendiendo a la normatividad legal
y reglamentaria aplicable a cada una, y convienen en que el personal de cada
institucion que sea destinado a la realizacién de cada actividad, continuara en
forma absoluta bajo la vinculacion, direccion y dependencia exclusiva de la parte
con la cual tiene establecida su relacion laboral o contractual de cualquier
naturaleza, independientemente de estar prestando servicios fuera de ella, o en
las instalaciones de la institucion a la que fuera remitido.

Si en la realizacion de una accion o actividad del contrato o de los contratos
especificos que de éste se deriven, interviene personal ajeno a las partes, este
continuara siempre bajo la direccion y/o dependenciade la parte o©
persona para la que esté contratado, por lo que su intervencion no originara
relacidn de caracter laboral o contractual de ninguna naturaleza, con la otra parie
firmante.

Entre COLCIENCIAS y la ENTIDAD ro existe ningtn vinculo de tipo laboral y por

-  tanto COLCIENCIAS no tendra relacién de trabajo alguna con el personal que la

ENTIDAD asigne para el cumplimiento y ejecucion de sus obligaciones en este

contrato. Por lo anterior, le compete de manera exclusiva a la ENTIDAD IcJ @
" . responsabilidad de! personal que vincule para la ejecucion del presente contratd® fcv
Y NI
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asi como las prestaciones laborales, sociales y la seguridad industrial
correspondiente.

8.3. INDEMNIDAD: La ENTIDAD mantendra indemne a COLCIENCIAS contra
todo reclamo, demanda, accién legal y costo que pueda causarse o surgir por
dafios o lesiones a personas o propiedades de terceros, ocasionados por aquel,
sus subcontratistas o proveedores. En el evento en que la ENTIDAD no asuma
debida y oportunamente la defensa de COLCIENCIAS, éste podra hacerlo
directamente, previa notificacion escrita a la ENTIDAD y ésta pagara todos los
gastos en que incurra por tal motivo. En caso de que asi no lo hiciere el
contratista, COLCIENCIAS tendra derecho a descontar el valor de tales
erogaciones de cualquier suma que adeude a la ENTIDAD por razon de los
trabajos motivo del contrato.

8.4. CONFIDENCIALIDAD: Las partes se obligan reciprocamente a no divulgar y
mantener bajo reserva, en calidad de informacién confidencial, la informacion que
sea suministrada o que conozca directamente, en desarrollo del contrato, y, a no
darle destinacién diferente a la requerida para la ejecucion del mismo. En tal
sentido COLCIENCIAS y la ENTIDAD estan obligados a observar la misma
reserva y cuidado que utilizan para mantener su propia informacién.

8.5. RECUPERACION CONTINGENTE: Cuando COLCIENCIAS, determine que
LA ENTIDAD han incurrido en incumplimiento de alguna de sus obligaciones,
podra declarar el incumplimiento del contrato en cuyo caso exigira el reintegro del
capital dado en calidad de apoyo econdmico, mas los intereses bancarios
corrientes causados desde la fecha del desembolso, a las tasas vigentes en el
momento de la restitucion, previo agotamiento de los tramites necesarios que
garanticen a la ENTIDAD su derecho de defensa y contradiccion.

8.6. REINTEGRO: A la finalizacion del contrato, la ENTIDAD reintegrarad a
COLCIENCIAS los recursos recibidos y no ejecutados, mas los intereses
bancarios corrientes causados desde la fecha de terminacion del plazo del
contrato, a las tasas vigentes en el momento de la restitucion, previo agotamiento
de los tramites necesarios que garanticen a la ENTIDAD su derechos de defensa y
contradiccién. En caso de gque la ENTIDAD no reintegre los dineros, [a obligacion
se consignard en el acta de liquidacion firmada por las partes o mediante

que la establezca, presta mérito ejecutivo, y renuncia a toda ciase
requerimientos para ser constituida en mora acerca de las obligaciones a

LI
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establecidas.

NOVENA. SITUACIONES ADMINISTRATIVAS: COLCIENCIAS y la ENTIDAD
podran hacer uso de las siguientes clausulas para garantizar el cumplimiento del
objeto del contrato y de los fines del estado:

9.1. SOLUCION DE CONTROVERSIAS CONTRACTUALES: Cualquier diferencia
que surja entre las partes por la ejecucion, interpretacion, terminacion o liguidacion

. del presente contrato y en general, sobre los derechos y obligaciones derivados
del mismo, durante su etapa precontractual, contractual y post contractual se
solucionara primero por las partes, mediante arreglo directo, la cual tendra una
duracion maxima de treinta (30) dias habiles. En caso de no llegar a un acuerdo,
las partes convienen solucionarla por la via de la conciliacién prejudicial.

9.2. PRORROGAS, ADICIONES Y MODIFICACIONES: La solicitud de prorroga
debe hacerse por lo menos dos meses antes del vencimiento del plazo de
duracién del contrato.

9.3 CESION: Este contrato no podra cederse ni en todo, ni en parte sin el previo
consentimiento expreso y por escrito de COLCIENCIAS quien se reserva las
razones que tenga para negar la autorizacion de la cesion.

9.4. SUSPENSION: Las partes podran suspender el presente contrato, mediante la
suscripcion de un acta en donde conste tal evento, cuando medie alguna de las
: siguientes causales: 1. Por circunstancias de fuerza mayor o caso fortuito
. debidamente comprobados, y 2. Por acuerdo entre las partes justificado en que no
se afecta el proyecto.

El término de suspension serd computable para efecto del plazo de ejecucion del
.contrato, pero no dara derecho a exigir indemnizacion, sobrecostos o reajustes, ni a
reclamar gastos diferentes a los pactados en el contrato.

9.5. CAUSALES DE TERMINACION: Este contrato se podra dar por terminado
por la ocurrencia de uno de los siguientes eventos:

v =+ 9.5.1. Por cumplimiento del objeto del contrato.
. 9.5.2. Por vencimiento del plazo previsto en la clausula quinta o el de una de su

prérrogas, si las tuviere.
© -6+ 9,5.3. Por mutuo acuerdo de las partes.

4
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9.5.4. Por incumplimiento de las obligaciones a cargo de la ENTIDAD.

COLCIENCIAS podra dar por terminado unitateralmente en forma anticipada el
presente contrato, mediante la expedicidon de un acto administrativo debidamente
motivado, agotados los tramites que garanticen a la ENTIDAD su derecho de
defensa y contradiccion, de conformidad con fa normatividad vigente.

9.6. LIQUIDACION: Una vez cuiminado el plazo del contrato o cumplido el objeto
del mismo o en el evento de presentarse alguna de las causates consignadas en
ia clausula anterior, se procedera a su liquidacién dentro de los cuatro (4) meses
siguientes, lo cual debera constar en acta debidamente suscrita por las partes o en
acto administrativo que asi lo disponga.

DECIMA. MERITO EJECUTIVO: El presente documento, una vez sea suscrito por
las partes, contiene obligaciones claras, expresas y exigibles de acuerdo con el
articulo 488 del Codigo de Procedimiento Civil, y por consiguiente, para todos los
efectos, presta mérito ejecutivo, renunciando la ENTIDAD a los requerimientos
legales o privados para ser constituida en mora.

DECIMA __PRIMERA. INHABILIDADES E INCOMPATIBILIDADES: El
representante legal de la ENTIDAD manifiesta bajo la gravedad del juramento que
ni &l ni la ENTIDAD que representa estan incursos en causal de inhabilidad o de
incompatibilidad. La inexactitud sobre ésta afirmacion constituira causal de
incumplimiento y dara derecho a COLCIENCIAS para dar por terminado el
presente contrato en el momento en que se verifique tal inexactitud.

Se deja constancia que para la fecha de firma del presente contrato se consulto el
“Boletin de Responsables Fiscales” vigente, sin que aparezcan alli registrados la
ENTIDAD o el representante legal de la misma.

DECIMA SEGUNDA. REGIMEN_ JURIDICO: El contrato se rige por las
disposiciones especiales vigentes sobre financiamiento de actividades de ciencia y
tecnologia, en particular las consagradas por la Ley 1286 de 2009, la Ley 29 de
1990, los Decretos Leyes 585 y los articulos vigentes del Decreto 591 de 19891, y
en lo no establecido en ellas por la Ley 80 de 1993 y sus decretos reglamentarios.

DECIMA TERCERA. INVALIDEZ PARCIAL: Si cualquier estipulacion
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dicha estipulacidn o disposicidn y no afectard la validez de ninguna otra
estipulacién del presente contrato.

DECIMA CUARTA. DOCUMENTOQS- Hacen parte del contrato los siguientes
documentos:

14.1. Los términos de referencia de la convocatoria No. 744 de 2016.

14.2. Resolucion de apertura de la convocatoria No. 744 de 2016.

14.3. La Resolucién No. 1008 de 2016 por medio del cual se publica el banco de
elegibles de la convocatoria No. 744 de 2016:

14.4. El memorando de solicitud para la elaboracidn del contrato.

14.5. El Certificado de Disponibilidad y registro presupuestal.

14.6. Las prorrogas, adiciones y modificaciones que se suscriban entre las partes.

DECIMA QUINTA. REQUISITOS DE PERFECCIONAMIENTO: El contrato queda
perfeccionado con la firma de las partes, y, para su ejecucion requiere el registro
presupuestal correspondiente.

DECIMA SEXTA. GASTOS: Todos los gastos que se deriven del presente
contrato seran asumidos por la ENTIDAD.

DECIMA SEPTIMA. DOMICILIO: Para todos los efectos legales del presente
contrato se tendra como domicilio contractual ta ciudad de Bogota.

DECIMA_OCTAVA. MANIFESTACION: Las partes manifiestan libremente que
han a la lectura total y cuidadosa del texto del presente contrato, por lo
qué en congecuencia, se obligan a todo lo consignado y manifestado. Para
constancia s¢ firma a los 05 00 2015

COLCIENCIAS

oy TS L,
MARI ARGARITA DIAZ MARTINEZ
LA ENTIDAD
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SEGUROS GENERALES SURAMERICANA S.A

HACE CONSTAR

Que la garantia de Cumplimiento a favor de ENTIDADES ESTATALES en la péliza 1738933-9
expedida por la Compania cuyo Tomador y/o Afianzado es: FUNDACION CARDIOVASCULAR DE
COLOMBIA y Asegurado y/o Beneficiario es: DEPARTAMENTO ADMINISTRATIVO DE CIENCIA
TECNOLOGIA E INNOVACION -COLCIENCIAS y su documento 11857684 expedida el dia 22 de
Noviembre de 2016 no expirara por falta de pago de la prima o de los certificados anexos que se
expidan con fundamento en ella o por la revocacién unilateral por parte del tomador o de la
compania

Para constancia se firma en BUCARAMANGA a los 22 dias del mes de Noviembre de 2016.

1

-

Firma Autorizada
SEGUROS GENERALES SURAMERICANA S A
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SEGUROS GENERALES SURAMERICANA S.A

HACE CONSTAR

Que la garantia de Cumplimiento a favor de ENTIDADES ESTATALES en la pdliza 1738933-9
expedida por la Compania cuyo Tomador y/o Afianzado es: FUNDACION CARDIOVASCULAR DE
COLOMBIA y Asegurado y/o Beneficiario es DEPARTAMENTO ADMINISTRATIVO DE CIENCIA
TECNOLOGIA E INNOVACION -COLCIENCIAS y su documento 11857684 expedida el dia 22 de
Noviembre de 2016 se encuentra debidamente cancelados sus valores, discriminados asi:

Prima $ $734,710
Impuestos $ $117,554
Total $ $852,264

Para constancia se firma en BUCARAMANGA a los 22 dias del mes de Noviembre de 2016,

Firma Autorizada
SEGUROS GENERALES SURAMERICANA S.A



Foo_.-
o

(&) COLCIENCIAS 7oy TODOSPORUN
— 'Cer NUEVO PAIS

PAZ ECGUIDAD EDUCACION

ACTA DE APROBACION DE GARANTIA

Se imparte aprobacion a la garantia presentada por LA FUNDACION
CARDIOVASCULAR DE COLOMBIA, mediante poliza No. 1738933-9 de la
Aseguradora SURAMERICANA, la cual cubre los riesgos exigidos en el
numeral 8.1 de la clausula octava del contrato No. 729 de 2016.

Dada en Bogota D.C., a los nueve (9) dias del mes de diciembre de 2016.

LILIANA MARIA ZAPATA BUSTAMANTE
Secretaria General

R g: LKJaimes
Elakers: MDPHerreravw‘
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Dalos de Condacto del Proceso

varrgs Ekectronico sontralacendho ol ercias ouv.co

Informacien de Ins Contratos Asociadus al Proceso
Mumera det Contraln CT729-2016

=&tatfo del Contralo Cealedrade

CHerga apoye cConamice ala EMTIVAD por parte do COLCIEMCIAS, pn la mndaldad de recuperacon cownfentie. paral
Qijrie det Conirpte financiacitn Azl provecto hiilado ; Tralanse iy sefecive det canoar gostrico alecands b bosnergetoa reocoatrial . con codige
Bo, BRBERTAISH0A,

Cuantia Ceedinitie e dek Contrato 2342998 856,00 Peso Colomiiang

Hombre o Razon Socialdel Contratsta FUNDACIDRN CARDIOVASCULAR DE COLCMEBIA
tdentificaciin del Conlratisla ke de Parsara Juridics No. 890212568

Pz v DepartarrentoiProvin e de . .

whigarion del Contralista Colombia: Bogala D.C.

Direccitn Flsica del Contralsta LCalle 155A No. 23-58 el bosgue

Hombze del Representanie Lepal dal LARIA MARGARITA DIAZ MARTINEZ

Caonirabsta
Iffemtdik acon oo Representants Legsi Cétluby de Ciadadania No, 63283641

sawr Confrate inlarventonis Exiersa 500

hittps:/iwww contratos gov.cofconsultas/detall eProceso.do?numConstancia=16- 12-5883333
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Facha ge Frma ot Condrald 05 o digiemie de 2066
Fecha de Inick de Ekeeusion dol Contraln T e diciembns de 2056
Plazo e Eecucon dzi Conirato 3E poses

Uridad, Suburiadad gecutora (SIF) 36-04-01-602 - DEPARTAMENTO ADMINISTRATIVO DE CIZRCIA TECNOLDGIA E INNOWACION - FIS

FEGE T COMpIOMSo presupues tal 2216
Deslinacion del Gasio Fuptionamenlo
Chrigen e las recursos Presupuesto Nagionat Territonm

Drcumenios del Procnsa

Feelia de

Mg Deacraciin Tipo Tamaio Wersihn
1dd-min-
aaaa)
. i - -, 06122016
Conkato CONTRATC DE FINANCIAMIENTC Ao 542 MB 1 0591 BM
Documents del Pracese RESOLUCION DE JUSTIFICAGION mi;: 163 KT i og;:;_—z;r;o
e ‘56 Pl
Hitas dol Paocosn
Descripion del Hio fegha v Hora d2 Ocutrancia
Celebracitn de Conbiate 05 da December de 2016 0507 PR,
Crenzon do Proceso &5 de December de 2016 0456 RR.L

Wi Reporie Moo

£n cumplimrento de la Ley 1581 de 204Z, los dales personales contenidos en esia pagina sen clasificados como datc personal poblico ¥ 13
finalidad te su divulyacion es dar cumplimiento a la ley de Transparencia y el derecho de Acceso 3 {a Informacion Publica Nacional [Ley 1712 del
2014). Cualquier usa de 1a informacion rislinto a su finalidart no es aprobado por Celombia Compra Eficiente.

Si desea presentar cualquier solicitud o paticion relacionada con la proteccion de dalos personales puede ngresAar a la paging web
www.colombiacompra.gov.co en la opoicn de Contactenos n comunlquese al telélono en Bogota: 7 456786 o Linea Nacional: 018000 520808 o por

medio de www.colombiacompra.noy.cofsopoile

T T [SRNTIN S

~]x

.
[ ]
[ ]

Cuopyiight &
El conjenidz y disefio de as1a paging web esta protegido por las keyes colombianas,
La informacen inchida en esta pagina puede ser reproducida v descargatle parn usns personales de forma gratuila y sin necesdad de sobcilar un permiso, bae s sguientes candciones:
Debe reproducirsn el maieral de [orma exacla y an su versien mas actualizada.
Nt se debe usar &l matarial en singuna ferma otensiva, engafoss o confusa,
Debe reconpcerse la fuente v [os derechos de auton,
A pesar del esfuerzo hecho para asequrar la exactiud ded contenidn, Colombia Compra Eficients no se hace responsable por efrores o nformacion incompleta.

hittps:/iwww contratos gov.colconsulias/detalleProceso.do?num Conslancia= 16-12-5883333
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20173600005431

PNCTIS
Bogota, D.C., 12 de enero de 2017

Doctor

Maria Margarita Diaz Martinez
Representante Legal

Fundacién Cardiovascular de Colombia
Calle 1558 No. 23 - 58

Floridablanca — Santander

ASUNTO: Carta de Inicio contrato 729-2016 proyecto 656674455040

Apreciada Doctora Diaz:

En relacién con el Proyecto “Tratamiento selectivo del cancer gastrico afectando la
bioenergética mitocondrial.)” Cdédigo 656674455040, el cual fue financiado en el
marco de la convocatoria 744-2016, atentamente le solicitamos tener en cuenta la
siguiente informacion para su ejecucion:

£ EN s G b o

Fecha de desembolso: 21 de diciembre de 2016

Valor del desembolso: $349.998.856.00

Duracién Proyecto: 36 meses

Fecha iniciacion Proyecto : 21 de diciembre de 2016

Fecha Finalizacion del proyecto: 21 de diciembre de 2019

Fecha de entrega de informes :

6.1 Diciembre 21 de 2017, primer Informe Técnico y Financiero de Avance
6.2 Diciembre 21 de 2018, segundo Informe Técnico y Financiero de Avance
6.3 Enero 21 de 2020, Informes, Técnico y Financiero Final

En el Memorando de Elaboracién de Contrato, tener presente los numerales:
IVV. Compromisos - Obligaciones de la Entidad

VI. Resultados Esperados

VIII. Condiciones de Financiamiento

XIV. Condiciones Adicionales

Asi mismo, les solicitamos presentar oportunamente los Informes Técnico y
Financiero, en los formatos establecidos, que pueden ser consultados en la pagina

Carrera 7 B bis N® 132-28
Teléfono: (537-1) 625 8480
Fax: (57-1) 625 1788
Bogota D.C. - Colombia
www.colciencias.gov.co
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de Colciencias en el siguiente enlace:
http://www.colciencias.gov.co/formularios _sigp

Por otro lado, nos permitimos anexar el cuadro del presupuesto ajustado y aprobado
por las partes, para que lo tengan en cuenta durante el desarrollo del proyecto.
Igualmente, se recuerda dar cumplimiento con el aporte de contrapartida establecido
en la clausula cuarta del contrato, informacién que deberd suministrarse en cada
uno de los informes financieros establecidos en el numeral 2.1.6 del contrato.

Referente al giro de los recursos asignados al rubro de seguimiento y evaluacion, el
Programa posteriormente informara el tramite a seguir.

NOTA IMPORTANTE:

Segln la clausula Segunda, en su paragrafo 2.1.4, y de acuerdo con el presupuesto
detallado aprobado al proyecto, la solicitud previa a Colciencias para el traslado de
recursos de un rubro a otro se hace solamente cuando este exceda del 30% del
rubro _de destino o se generen nuevos compromisos no establecidos en el
presupuesto aprobado; cuando sea menor solamente debera informarse al
Programa de Salud.

Deseandoles éxitos en el desarrollo y ejecucion de su proyecto.

Cordial Saludo,

Diana Milena Calderén N. PhD.
Gestora
Programa Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion en Salud

c.c. Dra.: Sandra Milena Sanabria Barrera
Investigadora Principal del Proyecto

/)
P(J-P ‘Reviso. Hilda P.
Elaboro. Emilia LI.

Carrera 7 B bis N° 132-28
Teléfono: (57-1) 625 8480
Fax: (537-1) 625 1788
Bogota D.C. - Colombia
www.colciencias.gov.co





