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RESUMEN 

 
 
El cáncer de seno triple negativo (TNBC), es la forma más agresiva de cáncer de seno, caracterizada 
por no expresar receptores de estrógenos (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 
clínicamente útiles para tratar TNBC es urgentemente necesario. Recientemente, ha sido reportado 
que las líneas celulares de TNBC están caracterizadas por disfunción mitocondrial, glicólisis elevada, 
y un incremento en la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en comparación con las 
células de cáncer de seno receptores-positivas (no TNBC). Así, 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 citotóxicos y alteraciones en 
la bioenergética celular inducidas por MTAs en líneas celulares de cáncer 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 catión de trifenilfosfina. Mito-SG1 es  
un nitróxido lineal dirigido a la mitocondria, SG1 [(N-terc-butil-N- [1-dietilfosfono- (2,2-dimetilpropilo)]] 
conjugado a un catión alquil trifenilfosfonio. 
 
Ensayos de muerte celular, formación de colonias, crecimiento celular, potencial de membrana 
mitocondrial, producción de ROS, apoptosis y de función bioenergética mitocondrial en tiempo real 
fueron realizados en líneas 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 líneas celulares evaluadas. Mito-SG1 indujo selectivamente una inhibición 
dosis dependiente de la viabilidad celular, formación 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 concentración en el potencial de membrana mitocondrial, la 
activación de caspasas 3/7, externalización de fosfatidilserina y un aumento en la producción de 
ROS. Nosotros también establecimos que Mito-SG1 se direcciona a la mitocondria induciendo una 
disminución en la tasa de consumo de oxígeno (OCR), la respiración máxima y la capacidad 
respiratoria de reserva en las células TNBC y no TNBC. Descubrimos que el tratamiento con Mito-
SG1 provocó un cambio en los fenotipos metabólicos basales y en condición de estrés energético 
de TNBC, lo que sugiere que se afecta la capacidad de las células para satisfacer sus demandas 
energéticas de supervivencia por disfunción mitocondrial. Encontramos diferencias metabólicas en 
la oxidación de las principales fuentes de carbono, lo que permiten el desarrollo de nuevas terapias 
dirigidas al metabolismo celular específico en TNBC. Curiosamente, también se encontró que los 
efectos de Mito-SG1 van más allá de la disfunción mitocondrial. El tratamiento con Mito-SG1 en las 
líneas celulares de TNBC demostró que afecta la vía Ras-MEK-ERK, previniendo la fosforilación de 
quinasas corriente abajo. 
 
 
Palabras claves:  Cáncer 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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 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 
El cáncer de seno CS es la segunda causa de cáncer en el mundo, la quinta causa 
de muerte relacionada y se constituye como el tipo de cáncer más prevalente en 
ambos sexos (GLOBOCAN 2012). En mujeres, el CS es de lejos, el cáncer más 
común con 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados en el 2012, lo que 
corresponde al 25% de todos los casos de cáncer a nivel mundial. El CS es el tipo 
de cáncer más común, tanto en países en vía de desarrollo (883.000 casos) como 
en las regiones más desarrolladas (794.000 casos), con una leve diferencia entre 
los dos. En mujeres, el CS constituye la principal causa de muerte en países en vía 
de desarrollo (324.000 muertes, 14.3% del total), y es ahora la segunda causa de 
muerte en países desarrollados (198.000 muertes, 15.4% del total) después del 
cáncer de pulmón.  
 
En Colombia, es la principal causa de muerte en mujeres (GLOBOCAN 2012) y 
según informe técnico realizado por la Subdirección de Enfermedades No 
Transmisibles (ENT) del Ministerio de Salud y Protección Social en el 2014, se 
destaca el aumento del cáncer de seno en el país. En Colombia, esta enfermedad 
se perfila como un problema de salud pública debido a que por su causa anualmente 
fallecen 2.649 mujeres. Se estima que alrededor de 8.686 casos son detectado al 
año; los cuales, en su mayoría son registrados en Bogotá, Medellín, Cali, 
Barranquilla, Cartagena, Bucaramanga, Santa Marta y San Andrés. Así mismo, la 
ocurrencia de mayor mortalidad del cáncer de seno ocurre en las grandes ciudades 
del país, lo que plantean podría ser explicado por la presencia de factores de riesgo 
comunes en las ciudades, relacionada con la urbanización y el desarrollo. “La edad 
tardía al primer embarazo, la baja paridad, la no práctica de lactancia materna y el 
uso de anticonceptivos orales; sumados a otros factores de riesgo como una menor 
prevalencia de la práctica de actividad física y una mayor prevalencia de la obesidad 
en el contexto urbano son consecuencias de lo que estamos viendo en el país frente 
a esta patología”. Sin embargo, a pesar de los avances de los países desarrollados 
en la detección temprana y el tratamiento, el porcentaje del total de muertes 
relacionadas se mantiene en el 15.4% vs un 14.3% de los países en vías de 
desarrollo.   
 
La mayoría de los cánceres de seno son carcinomas, un tipo de cáncer que 
comienza en las células (células epiteliales) que revisten los órganos y los tejidos 
como el seno. De hecho, los cánceres de seno son a menudo un tipo de carcinoma 
llamado adenocarcinoma, que es el carcinoma que comienza en el tejido glandular. 
Otros tipos de cáncer también pueden ocurrir en el seno, como los sarcomas, que 
empiezan en las células del músculo o tejido conectivo. En algunos casos, un solo 
tumor del seno puede ser una combinación de diferentes tipos o ser una mezcla de 
in situ y cáncer invasivo. El cáncer de seno también se puede clasificar en función 
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de las proteínas 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 cáncer de seno triple negativo, conocido en por sus siglas en inglés 
como TNBC (Triple negative breast cáncer), el cual representa aproximadamente el 
20% de todos los casos de cáncer de seno (1), es considerado como el más severo 
subgrupo dado que no expresa los genes para los receptores de estrógenos, 
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 recaída y una tasa de 
mortalidad más alta en comparación con otros subtipos de cáncer de seno Figura I- 
1. A pesar de las investigaciones sobre nuevos tratamientos, la quimioterapia 
citotóxica se mantiene como la única terapia aprobada para TNBC. Sin embargo, a 
pesar de tener una primera respuesta sustancial, se presenta una frecuente recaída 
y una pobre tasa de sobrevida (2, 3). 
 

En consecuencia, el TNBC en Colombia, como a nivel mundial se constituye en un 
desafío socioeconómico para la familia del paciente y para el sistema de seguridad 
social en salud, lo cual hace necesario y prioritario la implementación de estrategias 
que contribuyan a minimizar la mortalidad de esta patología. Recientes hallazgos 
evidencian que los tumores difieren en el nivel de expresión de un alto número de 
genes y mutaciones, incluso entre pacientes con el mismo tipo de tumor (4, 5). Lo 
que nos lleva a concluir que, será improbable suprimir el cáncer empleando terapias 
dirigidas a un único gen o a una sola vía de señalización que pueden diferir entre 
un paciente u otro, o dentro del mismo tumor. Por ende, es imperativa la búsqueda 
de un objetivo que sea invariable y cuya explotación pueda presentar una estrategia 
general para el tratamiento eficiente a través de todas las patologías neoplásicas. 

Figura I- 1 Problemática del tratamiento de cáncer de seno triple negativo. 
Fuente: Adaptado de http://triplesteptowardthecure.org/understanding.ph. 
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Recientemente, el desarrollo de compuestos cuya blanco es la mitocondria ha 
mostrado prometedores resultados  (6, 7). En modelos de sobreexpresión del 
oncogen Ras en células y ratones, se ha demostrado que tanto el metabolismo 
mitocondrial, como las especies reactivas del oxígeno (ROS) son esenciales para 
la carcinogénesis (8). En contraste, la actividad de la armada enzimática 
antioxidante celular primaria (cobre, zinc superóxido dismutasa (SOD),  
manganeso-SOD, catalasa y glutatión peroxidasa) se encuentra disminuida (6). Sin 
embargo, para superar este problema, la célula cancerosa re-direcciona la glicólisis 
aeróbica de la vía glucosa-6-fosfato a la vía pentosa fostato (PPP), resultando en la 
sobre-producción de NADPH y  glutatión reducido (GSH)  (7, 9). Por otra parte, el 
incremento de NADPH, dado por la deficiencia respiratoria, inactiva PTEN a través 
de un mecanismo de modificación redox, liderando la activación 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 cáncer,  uno de los puntos débiles a 
considerar es sin duda la permeabilización de la membrana mitocondrial externa 
(MOMP) lo que induce inflamación y apoptosis, a través de la liberación del 
citocromo C al citoplasma, vía caspasas (11). La inducción de la MOMP puede 
ocurrir a través de la familia de proteínas Bcl-2, por la activación de la permeabilidad 
mitocondrial a través de la formación del poro de transición (MPTP) o una 
combinación de ambos (7, 9). No es de sorprender que Bcl-2 y Bcl-xl estén sobre-
expresadas como un mecanismo de protección en los tumores. El aumento de ROS 
se sabe que induce la activación de la MPTP. Aunque en el cáncer, 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 fácilmente 
permeable a la mitocondria. Estrategias que aborden la MPTP mediante la 
inducción de ROS para cambiar la capacidad antioxidante del cáncer e inducir la 
muerte celular se encuentran en uso y en desarrollo (7, 9). Las terapias tradicionales 
como la radiación y doxorrubicina se basan en este principio (12, 13). Sin embargo, 
ninguna de estas estrategias de tratamiento logra cumplir el reto de específicamente 
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 
daño 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 cáncer de seno. El agente 
mitocondrial mimético de superóxido dismutasa (SOD), Mito-CP (nitróxido carboxi 
proxilo enlazado a un catión lipofílico de trifenilfosfina), ha demostrado que ejerce 
efectos citotóxicos selectivos en células de cáncer de seno, pero no en células 
epiteliales mamarias normales. Trasladando nuestros resultados previos, tenemos 
como hipótesis que la Mito-Met (metformina enlazadas a un catión lipofílico de 
trifenilfosfina), debería ejercer un efecto citotóxico selectivo en células resistentes a 
quimioterapia de CG atacando a la mitocondria. De la misma manera, sintetizamos 
el un nuevo mito-nitróxido, Mito-SG1, el cual tiene una menor capacidad de 
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reducción que Mito-CP y en estudios preliminares demostró efectos apoptóticos en 
concentraciones submicromolares en células de Hepatocarcinoma) y cáncer de 
seno.  
 
Por ende, se plantea como pregunta de investigación, si ¿los agentes Mito-SG1 y 
Mito-Met pueden ejercer efectos citotóxicos selectivos en células de cáncer de seno 
triple negativo y cuál sería su mecanismo de acción?  
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 JUSTIFICACION 
 
 
El cáncer de seno es la malignidad más común en las mujeres en todo el mundo, 
así como  la primera causa de muerte relacionada (15). A pesar del control local de 
esta patología por medio de la resección quirúrgica 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 adopción del Plan Decenal 
para el Control del Cáncer 2012-2021, cuya finalidad es reducir la incidencia, 
mortalidad y discapacidad por esta enfermedad, en el caso de cáncer de seno, este 
se mantiene como el cáncer más incidente en mujeres, al igual que la primera causa 
de muerte relacionada. Son muchos los factores que intervienen en el 
mantenimiento de las estadísticas del cáncer de seno, tales como, la edad tardía al 
primer embarazo (17, 18), la baja paridad (19), la no práctica de lactancia materna 
(20) y el uso de anticonceptivos orales (21); sumados a otros factores de riesgo 
como una baja práctica de actividad física (22, 23) y una mayor prevalencia de la 
obesidad (24, 25) entre otros; sin embargo, una vez detectado el cáncer de seno, 
existen una amplia gama de tratamientos hormonales, radioterapia, resección 
quirúrgica que favorecen la tasa de supervivencia, siendo esta casi del 100% 
cuando hay una detección temprana del cáncer. ¿Entonces, porque seguimos 
teniendo tasas de mortalidad tan altas? El problema de la mortalidad se podría 
agrupar en tres contextos principalmente: la detección tardía (26), la resistencia a 
las terapias convencionales (27-29), y a la presencia de un subtipo de cáncer de 
seno de difícil tratamiento y peor pronóstico, conocido como cáncer de seno triple 
negativo (TNBC).  
 
En el caso TNBC, a pesar de una detección temprana, este presenta peor 
pronóstico que los otros subtipos de cáncer de seno, dado que no responden a las 
terapias convencionales por la no expresión de receptores hormonales (receptores 
de estrógeno y progesterona) así como la no expresión del receptor 2 para el factor 
de crecimiento epidérmico HER2. El TNBC representa el 20% de los diagnósticos 
de cáncer de seno en el mundo. Más del 20% de los pacientes con TNBC presentan 
mutación en el gen supresor de tumor BRCA, particularmente en BRCA 1. Las 
mujeres en premenopausia, así como aquellas que han tenido tres o  más 
nacimientos y la obesidad están asociados con un incremento en el riesgo de TNBC 
(1). Estudios demuestran que el diagnóstico de TNBC se da más por sus 
manifestaciones clínicas que por mamografía, debido a su agresividad y rápido 
crecimiento. Estos subtipos de tumores, fenotípicamente únicos, tienen un 
pronóstico y un tratamiento específicos. Para entender el tratamiento actual del 
cáncer 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 características que éstos expresan. El análisis de las 
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peculiaridades genéticas de los tumores es continuo, encontrándose en la literatura 
muchas publicaciones que determinan las características intrínsecas del cáncer 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 HER2, 
constituyendo éstos la mayoría del fenotipo TNBC (30-32). Se han establecido 
diferencias marcadas, en términos de pronóstico y tratamiento, para cada subtipo, 
resaltándose el hecho de que los tumores triple receptor negativo tienden a ser 
biológicamente más agresivos y de peor pronóstico (33, 34). Estudios recientes 
también sugieren que el potencial metastásico a órganos viscerales, incluyendo 
sistema nervioso central, es también más evidente en el subtipo triple negativo (35, 
36) y a diferencia de los otros, es un subtipo que carece de tratamientos específicos 
dirigidos a blancos moleculares. Por esta razón, la urgencia de desarrollar nuevos 
agentes para el tratamiento, más allá de la quimioterapia que existe hasta la fecha. 
 
Para entender los problemas del tratamiento actual de cáncer de seno y las 
implicaciones clínicas de la caracterización molecular de los subtipos de cáncer, 
nos basaremos en la clasificación propuesta en el 2013 en la conferencia realizada 
en St Gallen (37). Dentro del grupo de cáncer con receptor hormonales positivos y 
negativos para HER2 de temprana detección, los subtipos Luminal A y Luminal B 
tienen un desenlace predictivo a 10 años independiente del tratamiento sistémico 
administrado, así como, un riesgo residual de recurrencia después de 5 años de 
tratamiento endocrino. El subtipo positivo para HER2, presenta 4 subtipos que 
pueden ser identificados, dominando el fenotipo biológico y clínico. Desde la 
perspectiva clínica, los pacientes con HER2+/HER2- enriquecido parecen 
beneficiarse más de terapias neoadyuvantes con trastuzumab o bloqueo dual con 
trastuzumab/lapatinib, en combinación 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 más 
predominante (70-80%) y, desde una perspectiva biológica, debería ser 
considerado como un subtipo en sí 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 cáncer metastásico el docetaxel frente a 
carboplatino, es preferido como tratamiento de primera línea (41). En general, los 
resultados presentados sugieren que el perfil molecular proporciona información 
clínicamente relevante más allá de las clasificaciones actuales basadas en la 
patología. 
 
Sin embargo, las terapias multimodales también tienen un mayor rango de efectos 
adversos dado la toxicidad de los diferentes agentes empleados, así como, son 
limitadas a los tumores genéticamente relacionados, minimizando su espectro de 
acción, dado que los tumores difieren en el nivel de expresión de un alto número 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 recaída es alta y de mal 
pronóstico, en comparación con cáncer de seno no triple negativo. La supervivencia 
post-recidiva en cáncer No TNBC es de 2,3 años versus 1 año en  TNBC, así como 
durante los primeros 3 años es mayor la tasa de mortalidad en TNBC (36). En la 
actualidad no existen terapias aprobadas por la FDA para TNBC, generando como 
único recurso las terapias multimodales citotóxicas 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 búsqueda de un blanco terapéutico 
que sea invariable y cuya explotación pueda presentar una estrategia general para 
el tratamiento eficiente a través de todas las patologías neoplásicas. 
 
Debido a la falta de blancos terapéuticos en TNBC, sigue siendo un reto el desarrollo 
de terapias selectivas, seguras y efectivas clínicamente para su tratamiento. 
Recientemente han sido reportadas características a nivel molecular únicas en 
TNBC, tales como disfunción mitocondrial, un mayor potencial de membrana, una 
elevada tasa de glicólisis, y un incremento en la generación de especies reactivas 
de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés, reactive oxygen species) en 
comparación con aquellos subtipos de cáncer de seno que son receptor-positivos 
(45). Así, se abre la posibilidad de una potencial estrategia para tratar TNBC, 
aprovechando sus diferencias bioquímicas entre las células normales y las 
malignas, así como a nivel de la bioenérgetica mitocondrial con mito-compuestos 
como los sensibilizadores insúlinicos y Mito-nitróxidos dirigidos a la mitocondria, 
tales como Mito-Met y Mito-SG1 respectivamente.  
 
Este grupo de agentes con actividad anti-cáncer que inducen la apoptosis por medio 
de la desestabilización mitocondrial, denominado mitocans (agentes anti-cáncer 
dirigidos a la mitocondria) o mito-compuestos han sido recientemente objeto de 
investigación (46-49). Estos nuevos fármacos han demostrado la inducción 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 catión permeable a las membranas biológicas puede 
acumularse preferentemente en la matriz mitocondrial. Siguiendo el mismo 
principio, varios laboratorios de investigación están 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 unión covalente de la molécula diana a un catión lipofílico de 
trifenilfosfonio (TPP) (52). El catión 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 cáncer, la 
membrana celular y el potencial de membrana de las mitocondrias es aún más 
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 
específicos sea útil como agentes quimioterapéuticos dirigidos.  
 
En adición, recientes estudios demuestran en TNBC desregulación en la vía de 
señalización 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 nitróxido mimético 
de la superóxido dismutasa dirigido a la mitocondria, similar a Mito-SG1, ha 
mostrado disminuir la fosforilación 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 hipótesis que Mito-SG1 podría afectar la vía RAF-MEK-ERK, como 
mecanismo de inhibición de crecimiento tumoral. 
 
De esta manera este trabajo tiene por objetivo estudiar los efectos citotóxicos 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 cáncer de seno receptor positivas, así como en células de epitelio 
mamario sano. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
24 

 
 

 MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 
 

 Cáncer de seno en el mundo 
 
El cáncer de seno (CS) es la segunda causa de cáncer en el mundo Figura I- 2, la 
quinta causa de muerte relacionada y se constituye como el tipo de cáncer más 
prevalente en ambos sexos (GLOBOCAN 2012). En mujeres, el CS es de lejos, el 
cáncer más común con 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados en el 2012, 
lo que corresponde al 25% de todos los casos de cáncer a nivel mundial. El CS es 
el tipo de cáncer más común, tanto en países en vía de desarrollo (883.000 casos) 
como en las regiones más desarrolladas (794.000 casos), con una leve diferencia 
entre los dos. En mujeres, el CS constituye la principal causa de muerte en países 
en vía de desarrollo (324.000 muertes, 14.3% del total), y es ahora la segunda causa 
de muerte en países desarrollados (198.000 muertes, 15.4% del total) después del 
cáncer de pulmón.   
 

 
En Latinoamérica, la mayoría de los países están experimentando una transición 
epidemiológica, donde la carga por enfermedad está migrando de enfermedades 
infecciosas a condiciones crónicas, con un correspondiente crecimiento en las tasas 
de cáncer. Según informe de la PAHO (Pan American Health Organization) y la 

Figura I- 2 Incidencia y Mortalidad de cáncer en el mundo, excluyendo melanoma, ambos sexos,
GLOBOCAN 2012. 
LNH, Linfoma No- Hodking. 
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WHO (World Health Organization), la mortalidad en las Américas está siendo 
liderado por el cáncer con 1.2 millones de muertes en el 2012.  
 
En Colombia, el CS es la principal causa de muerte en mujeres Figura I- 3 y según 
informe técnico realizado por la Subdirección de Enfermedades No Transmisibles 
(ENT) del Ministerio de Salud y Protección Social en el 2014, se destaca el aumento 
del cáncer de seno en el país. En Colombia, esta enfermedad se perfila como un 
problema de salud pública debido a que por su causa anualmente fallecen 2.649 
mujeres. Se estima que alrededor de 8.686 casos son detectado al año; los cuales, 
en su mayoría son registrados en Bogotá, Medellín, Cali, Barranquilla, Cartagena, 
Bucaramanga, Santa Marta y San Andrés. Así mismo, la ocurrencia de mayor 
mortalidad del cáncer de seno ocurre en las grandes ciudades del país, lo que 
plantean podría ser explicado por la presencia de factores de riesgo comunes en 
las ciudades, relacionada con la urbanización y el desarrollo. “La edad tardía al 
primer embarazo, la baja paridad, la no práctica de lactancia materna y el uso de 
anticonceptivos orales; sumados a otros factores de riesgo como una menor 
prevalencia de la práctica de actividad física y una mayor prevalencia de la obesidad 
en el contexto urbano son consecuencias de lo que estamos viendo en el país frente 
a esta patología”.  

A nivel mundial podemos decir que el CS es más 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 correlación puede ser dada al acceso 
a los sistemas de salud y al estatus socioeconómico, así como, la incidencia y 
mortalidad entre estos grupos étnicos puede también estar asociada a una 

Figura I- 3 Incidencia y Mortalidad de cáncer en Colombia, excluyendo melanoma, sexo femenino, 
GLOBOCAN 2012. 
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predisposición genética. Cerca de un 25% de CS presentan mutaciones en dos 
genes autosómicos dominantes de susceptibilidad para cáncer de seno, BRCA1 y 
BRCA2, generando un riesgo para el portador de desarrollar a lo largo de su vida, 
cáncer de seno en un rango que oscila entre el 24% al 84% (60-65), lo que nos 
demuestra la fuerte correlación entre estos genes y el desarrollo de cáncer 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 exposición a estrógenos 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 prevención y la detección 
temprana, así como se ha avanzado en los mecanismos diagnósticos (67-71), sin 
embargo, a pesar de los avances de los países desarrollados en la detección 
temprana y en los tratamiento, el porcentaje del total de muertes relacionadas se 
mantiene en el 15.4% vs un 14.3% de los países en vías de desarrollo.   
 

 Clasificación del cáncer de seno 
 
El cáncer de seno no es una sola enfermedad, es un desorden que se presenta con 
diversas patologías y manifestaciones clínicas. El reconocimiento de esta 
diversidad lidera la clasificación sistemática basada en la localización inicial del 
tumor, etapa, grado y más 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 más 
frecuente, uno de cada 5 casos nuevos de cáncer será DCIS. El carcinoma ductal 
invasivo o infiltrante, presente en 8 de cada 10 cánceres, comienza en el conducto 
lácteo del seno, penetra a través de la pared de conducto y crece en el tejido 
adiposo del seno, donde tiene la posibilidad de hacer metástasis utilizando el 
sistema linfático. Si el carcinoma comienza en las glándulas productoras de leche, 
se conoce como carcinoma lobulillar invasivo, y al igual que el carcinoma ductal 
invasivo, puede hacer metástasis a otras partes del cuerpo, presente en 
aproximadamente 1 de cada 8 casos nuevos. Existe otro tipo de cáncer menos 
frecuente, conocido como cáncer de seno inflamatorio, representa del 1 al 3% de 
todos los casos nuevos de cáncer de seno. Por lo general este tipo de cáncer 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 clasificación por etapas se refiere al tamaño del tumor y si el mismo, ha invadido 
el tejido continuo u órganos distantes. Las etapas se conocen desde el rango 0 al 
IV. La etapa 0 se describe como un tumor que no ha invadido al tejido adyacente, 
tal como el DCIS, mientras la etapa I, se refiere a un tumor no mayor a 2 cms que 
ha invadido el tejido adyacente (72). En la etapa II son clasificados los tumores que 
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han hecho metástasis a los nódulos linfáticos o los tumores que miden más de 2 
cms pero que no se han propagado a los nódulos linfáticos. La etapa III se refiere a 
tumores invasivos que son mayores a 5 cms ó a cualquier célula tumoral que sea 
encontrada en un nódulo linfático cerca de la clavicula. La etapa IV, agrupa los 
tumores invasivos que han realizado metástasis a órganos distantes del seno. 
Adicionalmente, estas etapas a su vez están subdivididas de acuerdo con el tamaño 
(T), invasión a nódulos linfáticos (N) y lugar de metástasis (M). El grado del tumor 
se clasifica de 1 a 3, de acuerdo con el sistema de Bloom-Richardson, basados en 
la vascularización del tumor, el índice mitótico y la morfología celular (73). 
 
El perfil molecular, un gran avance de la investigación de cáncer de seno, identifica 
los tumores de acuerdo con la expresión de receptores de estrógenos (RE), receptor 
de progesterona (RP) y/o del receptor del factor de crecimiento epidérmico HER2. 
El perfil molecular también utiliza tecnología de microarrays de ADN y jerarquización 
de clústeres generando una única firma molecular por tipo de tumor. Para la 
clasificación por perfil molecular nos basaremos en la conferencia realizada en el 
2013 en St Gallen, que reúne expertos mundiales en cáncer de seno (74-76): 
 
 Luminal A y luminal B: Los tipos Luminal son positivos para receptores de 

estrógeno y negativos para HER2. Los patrones de expresión genética de 
estos cánceres son similares a las células normales que recubren los 
conductos y las glándulas del seno (el interior de un conducto o glándula es 
llamado su lumen). Los cánceres “luminal A” son de bajo grado, suelen crecer 
con bastante lentitud, y tienen el mejor pronóstico. Los cánceres luminal B 
generalmente crecen con un poco más de rapidez que los luminal A, y el 
pronóstico no es tan favorable. 

 
 Tipo HER2: Estos cánceres tienen copias adicionales del gen HER2 y 

algunas veces otros genes. Por lo general, estos cánceres tienen una 
apariencia de alto grado cuando son observados con el microscopio. Estos 
cánceres tienden a crecer más rápidamente y tienen un peor pronóstico, 
aunque a menudo pueden ser tratados exitosamente con terapias dirigidas a 
HER2, las cuales se administran usualmente con quimioterapia. 

 
 Tipo basal: La mayoría de estos cánceres son del tipo triple negativo, lo que 

significa que carecen de los receptores de estrógeno o progesterona y no 
expresan receptor para el factor de crecimiento epidérmico HER2, sin 
embargo, no todos los cánceres de tipo basal son triple negativo. Los 
patrones de expresión genética de estos cánceres son similares a las células 
en las capas basales más profundas de los conductos y las glándulas del 
seno. Este tipo es más común entre las mujeres con mutaciones genéticas 
BRCA1. Por razones que no son bien entendidas, este cáncer también es 
más común entre las mujeres jóvenes de raza negra. 
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El pronóstico y desenlace también se correlacionaron con las diferentes 
clasificaciones moleculares de cáncer de seno. Sorlie et al (34), realizó análisis de 
supervivencia usando el método de Kaplan-Meier, con tres cohortes independientes 
y verificando la clasificación con clúster de genes definidos para cada subtipo de 
cáncer.  Como se puede observar en la Figura I- 4, la probabilidad de progresión 
libre de enfermedad fue significativamente diferentes entre los subtipos, 
evidenciado que el tipo Luminal A tiene un mayor tiempo sin desarrollar metástasis, 
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 pronóstico, 
sin embargo, el tipo HER2+, ha respondido a terapias contra inhibidores dirigidos a 
HER2 como Trastuzumab.  
 

 

 Cáncer de seno triple negativo TNBC 
 
En el mundo cerca de un 20% de los casos de cáncer de seno diagnósticados 
corresponde a la clasificación TNBC, y contrariamente de los significantes avances 
en el diagnóstico y tratamiento del cáncer 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 sinónimos (77). En efecto, la mayoría de cáncer de 
seno triple negativo tiene un fenotipo de tipo Basal, así como la mayoría de tumores 
que expresan marcadores del tipo basal, son triple negativos (78, 79), sin embargo, 
únicamente el 71% de TNBC es de tipo basal dado su perfil de expresión genético, 
y únicamente el 77% de los tumores de tipo Basal son triple negativos (33, 80, 81). 

Figura I- 4 Desenlace y tasa de sobrevida en cohortes independientes. 
 (A) Desarrollo de metástasis 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. 
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Es de resaltar, que los tumores triple negativos que no expresan un fenotipo de tipo 
basal, tienen un mejor pronóstico que los TNBC de tipo basal (81). Recientemente 
se identificó un subtipo de cáncer de seno conocido como de baja expresión de 
genes de Claudina, lo cual es importante para la adhesión célula a célula, además 
de estar frecuentemente presentes en células madres y en la características de la 
transición 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 expresión de genes, tales como aquellos 
involucrados en proceso de inmunidad celular (IM), genes relacionados con la 
movilidad celular, diferenciación celular, y con las vías de receptores que 
interaccionan con la matriz extracelular (M), otro subtipo que comparte las 
características de M, pero con señalización de factores de crecimiento y enriquecido 
con genes asociados a la transición epitelial-mesenquimal (MSL) y por último, un 
subtipo con genes relacionados con la señalización del receptor de andrógenos 
(LAR) (84, 85). 
 
 TNBC es más sensible a la inhibición de la glicólisis que otros subtipos de 

cáncer de seno. La mayoría de los cánceres son conocidos por basar la 
generación de energía en la vía glicolítica más que en la fosforilación oxidativa 
(FosOx), lo que es conocido como el efecto Warburg (86). Estudios del MD 
Anderson, demostraron recientemente que líneas celulares de TNBC son 
particularmente más dependientes de la glicólisis dada su baja tasa de 
respiración en comparación con líneas celulares receptor-positivas (45). Se ha 
observado que las líneas celulares de TNBC que crecen en medios de cultivo 
con alto contenido de glucosa (3,15 g.L-1) exhiben una proliferación acelerada 
con incrementos de 4 a 8 duplicaciones al día 4. Esta tasa de duplicación es más 
lenta al disminuir la concentración de glucosa a 1 g.L-1. Estas células fallan en 
crecer o presentan una reducción en el número celular cuando la glucosa es 
reemplazada por galactosa, mientras que la línea celular MCF7 (receptor 
positiva), mantiene su viabilidad y crece moderadamente en medios con baja 
glucosa (1 g.L-1) ó con sólo galactosa (45). Lo que demuestra la dependencia 
glicolítica de TNBC y la afectación en la respiración mitocondrial.  
 
Otros estudios corroboran este hallazgo, al demostrar que TNBC tiene una 
mayor toma de F-deoxiglucosa, que otros tipos de cáncer de seno, lo que puede 
ser explicado por su elevada utilización de la glucosa (87). De la misma manera, 
se demostró que las células de TNBC son más sensibles a inhibidores 
glicolíticos como 2DG y 3-BrOP comparados con otros subtipos de células de 
cáncer de seno (45). Pelicano y colaboradores, proponen que como resultado 
de la inhibición de la glicólisis, se crea estrés celular, que las células sanas 
pueden compensar, utilizando mecanismos de activación de la vía mTOR, lo que 
lidera una inducción de la fosforilzación de p70S6K y por consiguiente la 
regulación positiva en la utilización de los nutrientes para sobrevivir a dicho 
estrés. Sin embargo, TNBC dado que presenta una disminución significante en 
la expresión de p70S6K, no es capaz de contrarrestar efectivamente esta 
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inhibición. Otros autores han propuesto que el aumento de la glicólisis en TNBC 
está relacionado con la sobre-expresión del receptor del Factor de Crecimiento 
Epidérmico (por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), 
dado que, al estimular líneas celulares de TNBC con factor de crecimiento 
epidérmico (por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor, EGF) se genera 
un aumento de la glicólisis sin generar aumento de FosOx (88). En la actualidad 
existen ensayos clínicos que ha demostrado la efectividad de inhibidores de 
EGFR sólo en un sub grupo de pacientes con TNBC, lo cual puede ser explicado 
debido a que TNBC no depende exclusivamente de esta vía de señalización 
(89).  Sin embargo, el efecto final de la inhibición de EGFR es la supresión de la 
glicólisis, por lo que las células buscan compensar por otra vía, para mantener 
la generación de intermediarios metabólicos que soporten el crecimiento 
tumoral. Por otra parte, estudios realizados en biopsias de diferentes subtipos 
de TNBC, demostraron que el fenotipo metabólico más común es glicolítico en 
el subtipo basal (70% de los subtipos de TNBC, son basales), y no-glicolítico en 
el subtipo no-basal (90). Sin embargo, el alto metabolismo glicolítico no es 
principalmente para la generación de energía, dado que este mecanismo solo 
produce 2 moles de ATP por mol de glucosa, en comparación con FosOx donde 
se producen 32 moles de ATP. Una gran proporción de glucosa es utilizada para 
la producción de lactato, el cual, reduce el pH en el microambiente local 
haciendo a las células malignas más propensas a prosperar en ambientes 
hipóxicos y ácidos, dándoles una gran ventaja competitiva. Dado que TNBC no 
es sensible a fármacos dirigidos a los receptores hormonales por la no expresión 
de los mismos, el metabolismo glicolítico adquiere una especial relevancia como 
posible blanco metabólico para este subtipo de cáncer de seno, tanto para la 
inhibición de la proliferación como de su poder metastásico. 
 

 Respiración mitocondrial en TNBC. Para entender los cambios en la 
respiración mitocondrial presentes en TNBC, es necesario recordar lo que 
sucede en células sanas. Bajo condiciones fisiológicas normales, la mayoría del 
ATP celular es generado por procesos de combustión de: carbohidratos, grasas 
y péptidos, a través de las vías mitocondriales de oxidación de ácidos grasos, el 
ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) y la FosOx. Esta última, consiste en el 
transporte de electrones, desde las formas reducidas de NADH y FADH 
(producidos a partir de otras reacciones catabólicas, entre ellas el TCA) al 
oxígeno molecular, por medio de 4 complejos proteínicos (complejos I al IV). La 
energía que se libera en la transferencia sistemática de los electrones es usada 
para bombear protones a través de la membrana mitocondrial interna, creando 
de esta forma un gradiente químico y eléctrico (el gradiente eléctrico generado 
es de aproximadamente -200 mV y depende del tipo de célula). Tanto el 
gradiente químico como el eléctrico componen lo que se conoce como Fuerza 
Protón-Motriz (FPM). La FPM es la encargada de dar la energía necesaria al 
quinto complejo mitocondrial (ATP sintasa), para generar un cambio 
conformacional y permitir la síntesis de ATP a partir de ADP y Pi, en un proceso 
que se conoce como respiración acoplada. La ATP sintasa dependiendo de la 
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concentración de ADP que sensa en el citosol, regula la actividad de la cadena 
transportadora de electrones para aumentar la producción de ATP. El ATP 
atraviesa la membrana mitocondrial interna, por medio de un transportador de 
nucleótidos de adenina (TNA), y la membrana mitocondrial externa, por medio 
del canal aniónico 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 transición de la permeabilidad (PTP) envuelto en los procesos 
fisiológicos de muerte celular.   
 
Otra menor fuente de ATP es la glucosa vía glicólisis, la cual, bajo condiciones 
fisiológicas normales, es convertida a piruvato. La glicólisis se produce en el 
citosol, y puede darse en presencia o ausencia de oxígeno, siendo la principal 
ventaja, que se pueda dar en ausencia de oxígeno y su desventaja, la baja 
cantidad de energía que se genera, en comparación con FosOx. En células 
malignas se observa un aumento de la glicólisis y una disminución en el uso de 
FosOx para la producción de ATP, en presencia de oxígeno, conocido como 
efecto Warburg. Sin embargo, este aumento en la toma de glucosa por la célula 
genera un aumento en la producción de lactato generando la acidificación del 
micro-ambiente celular. Warburg sugería que este cambio de FosOx por 
glicólisis, se daba debido a falla en la respiración mitocondrial y que constituía 
la mayor vía energética para la célula tumoral (91, 92). Hoy en día está en 
discusión este aspecto, dado que se ha demostrado que, dependiendo del tipo 
de cáncer, la respiración mitocondrial a pesar de estar disminuida no presenta 
alteraciones en la expresión de los complejos mitocondriales, y que la 
preferencia por la glicólisis se puede explicar mejor, por la posibilidad que esta 
vía genera para la producción de intermediarios metabólicos que sirven para 
mantener la tasa de crecimiento acelerada, que por la producción de ATP. 
Adicionalmente, la glicólisis permite mantener una radio NADH+/NAD positivo, 
por medio de la utilización de la vía Pentosa Fosfato, lo que permite mantener la 
producción 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 evidenció que las líneas celulares de TNBC presentan 
menor FosOx y mayor glicólisis, tal como se explicó anteriormente en células 
malignas, lo que se puede interpretar específicamente en estas líneas celulares 
a partir del radio de la tasa de consumo de oxígeno (OCR) sobre la tasa de 
acidificación extracelular (ECAR) Figura I- 5. Sin embargo, en el estudio se 
presenta que al inhibir la producción de ATP con oligomicina (10 ng/ml) la 
disminución en el OCR correspondiente a la respiración acoplada fue de 
aproximadamente el 50%, similar a lo presentado por otras líneas de cáncer de 
seno. Es decir que, a pesar de mantener una menor tasa de respiración, 
mantienen un potencial metabólico oxidativo, que prefiere no utilizar por razones 
aún 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 
comparación con los otros subtipos de cáncer de seno que fueron analizados.  
Con relación al estado redox, se evaluó la producción de superóxido 
mitocondrial, encontrando que, tanto por el ensayo con MitoSOX™ Red como 
en posterior confirmación con dihidro etidio (DHE), que las células de TNBC 
presentaban mayor producción de superóxido mitocondrial que las células 
receptoras positivas analizadas. En concordancia con estos resultados, también 
encontraron elevado el radio NADH/NAD+, lo que indica una menor oxidación de 
NADH a NAD+ por el compromiso del complejo mitocondrial I y una mayor 
conversión de NAD+ a NADH por la glicólisis aumentada.  

 

En resumen, TNBC presenta dos principales alteraciones metabólicas, 
disminución en la respiración mitocondrial y aumento en la producción de ROS. 
Pelicano y colaboradores, evaluaron la expresión de las diferentes proteínas de 
los complejos mitocondriales, comparando líneas celulares de TNBC con líneas 
celulares receptores positivas, observando una disminución en la expresión de 
las proteínas de los complejos mitocondriales I y III, lo que podría explicar la 
deficiencia en la respiración mitocondrial, así como el incremento en la 
producción de ROS. La mitocondria es el mayor sitio generador de ROS, lo cual 
ocurre principalmente en los complejos I y III de la cadena respiratoria, debido a 
la fuga de electrones a partir de estos complejos. Una disminución en los 
componentes de esta cadena conlleva a una disfunción en el transporte de 
electrones, liderando un incremento en la fuga de los mismos y la producción de 
ROS. Sin embargo, también podríamos atribuir el aumento de ROS a un 
incremento en la actividad NOX en esta líneas celulares (93). Es importante 
resaltar que una elevada generación de ROS en células tumorales esta 

Figura I- 5 Perfil bioenergético mitocondrial según estatus de receptores en líneas celulares de 
cáncer 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. 
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correlacionado con la agresividad de los tumores y un mal pronóstico (94). Por 
otra parte, se observa que el potencial de membrana mitocondrial (Δψm) es más 
alto en líneas 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). 

 Bioenergética Mitocondrial como blanco terapéutico  
 
La principal función de la mitocondria es la producción de ATP, por lo cual ha sido 
llamada “la fuente energética celular”, así como, la mitocondria es clave en el control 
de la regulación de importantes vías de señalización tanto de supervivencia como 
de muerte celular (95). En la mitocondria el metabolismo energético coexiste con la 
regulación de la muerte fisiológica celular. Evidentemente, varias proteínas 
contribuyen al metabolismo energético, así como a la muerte celular, y cualquier 
mutación que afecte a estos factores y a sus reguladores, puede, por lo tanto, 
conferir alteraciones funcionales a ambos procesos. En estados fisiológicos 
normales, la mitocondria es la encargada de liderar las adaptaciones metabólicas 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 anabólicas, evidenciado en la 
disminución de la respiración celular y el favorecimiento de la glicólisis. En 
condiciones de reposo, con una alta carga de energía en las células, la demanda 
para la síntesis 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 tránsito 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 electroquímico del espacio intermembranal. Este intercambio de estados 
energéticos a su vez esta seguido de un aumento o disminución del catabolismo o 
anabolismo celular, para regular la homeostasis metabólica de acuerdo con las 
necesidades celulares. 
 
Como podemos observar en la  Figura I- 6 tomada y adaptada de Vander Heiden 
(2009), en presencia de oxígeno el tejido no proliferativo (diferenciado), metaboliza 
en primera instancia la glucosa a piruvato por medio de la glicólisis, y finaliza la 
completa oxidación del piruvato a CO2 en la mitocondria durante el proceso de 
FosOx. El oxígeno es esencial para este proceso, debido a que es requerido como 
aceptor final de electrones para la completa oxidación de la glucosa. Cuando existen 
bajas concentraciones de oxígeno, las células pueden redireccionar el piruvato 
generado por la glicólisis, para generar lactato (glicólisis anaerobia). Esta 
generación de lactato durante la glicólisis anaerobia permite que la glicólisis 
continúe, gracias a la oxidación de NADH a NAD+, pero resulta en una mínima 
producción de ATP cuando esta es comparada con la producción generada por 
FosOx. Otto Warburg observó que las células cancerosas tienden a convertir la 
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mayoría de la glucosa en lactato independiente de la presencia de oxígeno (glicólisis 
aeróbica).  
 
Esta propiedad es compartida con el tejido sano en estado proliferativo. La 
mitocondria se mantiene funcional, y la FosOx trabaja en una menor proporción 
tanto en tejido proliferativo como en cáncer. Sin embargo, la glicólisis aeróbica en 
menos eficiente para la generación de ATP que la FosOx. 

 
En células en estado proliferativo, aproximadamente un 10% de la glucosa es 
desviada hacia vías de biosíntesis que regulan positivamente la producción de 
piruvato (96). Incluso, en presencia de oxígeno, las células cancerosas realizan 
glicólisis, no FosOx. Aunque esta glicólisis aeróbica se postuló originalmente como 
alguna forma de disfunción mitocondrial específica del cáncer, ahora es evidente 

Figura I- 6 Representación esquemática de las diferencias entre la fosforilación oxidativa, glicólisis
anaeróbica y glicólisis aeróbica (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 
. 
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que en su lugar se trata de una adaptación altamente regulada y muy beneficiosa 
para las células tumorales (96). Este cambio de FosOx a glicólisis permite que el 
lactato y sus metabolitos se utilicen para la producción más eficiente de lípidos y 
otros bloques de construcción moleculares, necesarios para el crecimiento rápido 
de las células. Además, muchos genes de cáncer promueven el cambio a la 
glicólisis aeróbica. Estas alteraciones incluyen los receptores tirosin-quinasa, AKT, 
PTEN, TP53 y MYC, que inhiben FosOx y promueven la actividad de las vías 
metabólicas glicolíticas y relacionadas, que apoyan el rápido crecimiento de los 
cánceres (45, 97-102). 

Teniendo presente que la mitocondria es el centro del metabolismo energético para 
el mantenimiento de la tumorigénesis, además de que en ella converge el 
mecanismo de muerte especializado que no desencadena daño tisular sano como 
lo es apoptosis, y con la posibilidad de inducir la permeabilización 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. 
 
 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 ácidos grasos (103-105). A su vez, es 
regulada por una baja de PPAR-gamma NF-kappa betta (106). 
Interesantemente, ambos provocan una inhibición dependiente de la 
concentración de la actividad del complejo I mitocondrial (107, 108). A pesar de 
su eficacia en inhibir el crecimiento tumoral y la proliferación, las 
concentraciones efectivas de trabajo son considerablemente altas, lo que lo 
hace inútil 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 inhibición de la 
glicerofosfato deshidrogenasa mitocondrial (109). Por otra parte, se conoce que 
activa la AMPK (103) y reduce los niveles de ROS mediante la activación de 
factor de transcripción forkhead 3 (FOXO3) (110). Los estudios realizados por 
Gotlieb et. col. han demostrado que la metformina tiene actividad antineoplásica 
en cáncer de ovario (111). Esta actividad es dependiente de la concentración y 
el tiempo. Además, se ha informado de que la metformina ejerce una regulación 
positiva de la actividad de AMPK. La AMPK ejerce una regulación negativa sobre 
p70S6K y la fosforilación de la quinasa S6, conocidas por la disminución de la 
traducción mRNA y disminución de la síntesis de proteínas, 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 regulación de la actividad de AMPK, el NF 
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kappa-beta, Ik-beta y el IKK. Se llegó a la conclusión de que la metformina a 
través de la activación de la AMPK atenúa la fosforilación de Ik-beta y la IKK 
inhibiendo su degradación. Entonces, la inhibición de IKK resulta en la supresión 
de la activación NF-kappa beta (105). NF-kappa beta es un factor de 
transcripción que regula varios procesos, incluyendo la proliferación celular, el 
crecimiento tumoral, la angiogénesis y la metástasis (106). En adición, otro 
estudio evidenció que la metformina induce un aumento en la apoptosis de las 
células beta en ratas a través de la vía AMPK-JNK-cJun-activación de la 
caspasa-3 (112). 
 
La función antioxidante de la metformina también ha sido investigada en el 
tratamiento del cáncer mediante la supresión de ROS. Los estudios han 
demostrado que este fármaco disminuye los niveles de ROS suprimiendo la 
actividad del complejo I mitocondrial (113). En un estudio realizado en músculo 
esquelético e hígado de rata, se encontró que la metformina inhibe la actividad 
enzimática del complejo I de la cadena respiratoria, causando una disfunción 
mitocondrial así como, una supresión de ROS (113). Este efecto fue 
acompañado por un aumento en el transporte de glucosa y en el 
almacenamiento de glucógeno, dada la urgente necesidad de carbohidratos 
para producir anaeróbicamente ATP (108).  Además, Piwkowska et. col. 
demostró la inhibición de la actividad de la NADPH oxidasa en los podocitos de 
ratas después del tratamiento con metformina (114). En general, la metformina 
es un fármaco ampliamente utilizado en la terapia contra el cáncer debido a que 
disminuye el crecimiento de las células cancerosas, posiblemente entre otros 
mecanismos, a través de la regulación negativa de ROS. 

 
 TNBC y metformina: La Metformina ha sido reconocida como un prometedor 

adyuvante en el tratamiento para el cáncer 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 activación de Stat3, clivaje de caspasas, escisión de PARP y en la 
expresión 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, específicamente inhibiendo las enzimas hexoquina I y 
hexoquinasa II (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 concentración 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  activación de AMPK  (115). La inhibición dependiente de AMPK, de 
múltiples vías moleculares es conocida como un mecanismo de control de la 
síntesis proteica y de la proliferación celular.  Se ha demostrado que en líneas 
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celulares de TNBC tratadas con metformina se produce también una regulación 
negativa en los genes de la sintasa de ácidos grasos (FASN), luego de 24 horas 
de tratamiento, con una posterior disminución en la expresión de la proteína 
FASN. FASN juega un rol crítico para la síntesis de novo de ácidos 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 oxígeno: La mitocondria es la mayor fuente de ROS 
cuando se lesiona una célula. En tejidos sanos, se ha demostrado que el 90% 
del oxígeno que entra a las células es consumido por la CTE, mientras que del 
1 al 4% es usado en la generación 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, así como de enzimas como el 
superóxido 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, 
daño macromolecular (per-oxidación de lípidos de membrana entre otros) y 
alteraciones del ADN. En las células tumorales, los estudios han demostrado 
que las especies reactivas del oxígeno que son generadas a partir de las 
mitocondrias están aumentadas y son esenciales para la progresión 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 pasaría en una célula quiescente. El daño 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 producción de ROS, favorecen el daño oxidativo, lo cual en parte, 
explica la presencia de mutaciones somáticas observadas en cáncer (126, 127). 
Las mutaciones en el ADN mitocondrial afectan la expresión de genes que 
codifican para las unidades de la cadena de transporte de electrones que 
provocan un aumento de los niveles de ROS. La inhibición o la deficiencia de 
unidades mitocondriales, causa fugas de electrones que reaccionan 
rápidamente con el oxígeno disuelto, generando superóxido (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 proliferación celular, la 
generación de mutaciones y la resistencia a la terapia contra el cáncer (129). 
También las células cancerosas presentan una regulación 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 proliferación 
tumoral (8). Adicionalmente, la sobreexpresión de Ras provoca la activación de 
Rac que conduce a la generación de NADPH oxidasa, que induce a la célula 
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cancerosa a producir mayores niveles de superóxido que las células normales. 
Se ha demostrado que el superóxido y el desequilibro redox ayuda a las células 
cancerosas a mantener su estado transformado (131). 
 
Estos resultados corroboran la afirmación de que ROS sirve como moléculas de 
señalización para la progresión del ciclo celular (132), ya sea por la interacción 
directa con un receptor específico o la promoción de la oxidación de moléculas 
implicadas en la transducción de señales de crecimiento (133) y tirosin-quinasas 
(129). Además, ROS ha demostrado tener un efecto sobre la función de la 
proteína p53, que desempeña un papel clave en el ciclo celular, en la supresión 
de tumores. Zhao et. col. (134) utilizó un modelo de desarrollo de carcinogénesis 
en piel, y se encontró que la sobreexpresión de Mn-SOD disminuye el estrés 
oxidativo, lo que suprime la formación de tumores por inhibición de la vía 
JNK/AP-1. 

 
 Mito-nitróxidos en Cáncer: Conocido el rol de ROS mitocondrial en el 

mantenimiento de la proliferación y sobrevida de las células tumorales, nuevos 
enfoques terapéuticos han surgido con el uso de miméticos de la SOD, tales 
como nitróxidos unidos a un catión de trifenil fosfina. Estas estrategias dirigidas 
a la mitocondria inhiben la proliferación tumoral en parte, por la mitigación de los 
niveles intracelulares de ROS, así como, recientemente demostrado, por la 
afectación directa sobre los mecanismos reguladores energéticos como AMPK, 
generando inhibición en la respiración acoplada y por ende en la producción de 
ATP (135). AMPK reprime la expresión del factor de transcripción FOXM1, por 
la vía de señalización AKT/FOXO3 liderando regresión del crecimiento celular 
de cáncer cervical (136). Por otra parte, se ha observado que el tratamiento con 
Mito-CP inhibe FOXM1 en cáncer de pulmón (137). Kalyanaraman, propone una 
posible vía de acción de los mito-nitróxidos como Mito-CP, en la cual se activa 
AMPK y se disminuye la expresión de FOXM1, subrayando la importancia de la 
vía AKT/FOXO3/FOXM1 como potencial blanco terapéutico (138). 
 
Existen varios reportes donde los Mito-nitróxidos inhiben la proliferación celular 
de múltiples tipos de cáncer (139), sin embargo, el mecanismos molecular por 
el cual ocurre dicha inhibición no es claro. Un estudio reciente propone que los 
nitróxidos catiónicos dirigidos a la mitocondria inhiben la proliferación celular del 
tumor por un mecanismo en su mayoría, independiente de su capacidad 
antioxidante, y señalan que la modulación bioenergética así como los 
mecanismos sensores de la energía celular serían los responsables de los 
efectos antiproliferativos en las células tumorales (138). 

 

 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 nombre los implica, no posee receptores de 
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estrógenos, progesterona ni HER2, siendo insensible a la mayoría de las terapias 
disponibles para cáncer 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 
progresión es de 3 a 4 meses. Actualmente no hay una quimioterapia estándar para 
tratar los pacientes con metástasis refractaria o recidivante. Es muy común una 
rápida recidiva, con metástasis visceral o cerebral. 
 
Las quinasas han sido reconocidas como buenos blancos para el tratamiento del 
cáncer debido a su manejabilidad y los importantes roles que juegan en la 
regulación del crecimiento celular, diferenciación, migración y supervivencia. 
Actualmente se cuenta con 28 inhibidores de quinasas aprobados por la FDA (140), 
así como otras moléculas en diferentes etapas de estudio en ensayos clínicos. Los 
ensayos clínicos exitoso con inhibidores de quinasa en pacientes con cáncer han 
sido dirigido a quinasas que están mutadas o sobre-expresadas y donde existe 
evidencia preclínica que demuestra que la quinasa objetivo es suficiente para 
conducir la patología de la enfermedad.  
 
 Inhibidores de quinasas: A pesar de la aprobación de la FDA para las terapias 

dirigidas para los subtipos luminal y HER2 enriquecidos, el cáncer de seno se 
mantiene liderando la tasa de mortalidad relacionada en el género femenino. La 
expresión de los receptores de estrógeno y progesterona en los subtipos A y B 
proveen dianas terapeúticas entre las que se incluyen el tamoxifen, que bloquea 
la habilidad del receptor de interactuar con los estrógenos y los inhibidores de 
aromatasas, que bloquean la producción de estrógenos. En el caso del subtipo 
HER2 enriquecido, se utilizan anticuerpos monoclonales como trastuzumab o 
pertuzumab, o pequeñas moléculas inhibidoras como el lapatinib, para bloquear 
la activación 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 cáncer. Sin 
embargo, según el análisis genómico de TNBC realizado por Miller Inhibidores 
tirosin kinasa: Existen muchos otros RTKs que han sido identificados como 
moduladores de la progresión de la enfermedad en los diferentes subtipos de 
cáncer de seno. Estos RTKs también tienen el potencial de activar vías de 
señalización alternativas que pueden conducir a resistencia en tratamientos con 
un solo tipo de inhibidor., se puede observar desregulación en las vías de 
señalización que promueven el crecimiento, por sobreexpresión o amplificación 
de varias quinasas, incluyendo la vía RAF-MEK-ERK, lo que ofrece un potencial 
blanco terapéutico. 
 

 Inhibidores de la vía MAPK: La vía de protein-quinasa activados por 
mitógenos, conocida como MAPK, juega un papel esencial en la proliferación 
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normal celular y la diferenciación, y la desregulación de esta vía conlleva al 
desarrollo de diferentes tipos de cáncer. En cáncer de seno, existen mutaciones 
en diferentes miembros de la vía MAPK, generando una sobre expresión o 
amplificación, particularmente en TNBC, una sobreexpresión de KRAS y BRAF 
Inhibidores tirosin kinasa: Existen muchos otros RTKs que han sido 
identificados como moduladores de la progresión de la enfermedad en los 
diferentes subtipos de cáncer de seno. Estos RTKs también tienen el potencial 
de activar vías de señalización alternativas que pueden conducir a resistencia 
en tratamientos con un solo tipo de inhibidor.. La quimioterapia se mantiene 
como la única terapia aprobada por la FDA para los pacientes con TNBC. Por 
ende, es necesario el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos para TNBC.  

 
La sobre expresión de KRAS y BRAF en TNBC puede estimular la activación de 
la vía MAPK, e inhibidores de kinasas efectoras de esta vía podrían convertirse 
en blancos terapéuticos con prometedores resultados. Muchos ensayos clínicos 
están 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 preclínicos sugieren que 
al combinar la inhibición de la vía MAPK con la vía PI3K/mTOR, podría ser 
benéfico para los pacientes al potencialmente prevenir la resistencia cuando se 
una única terapia inhibitoria (141). Diferentes ensayos han sido realizados para 
evaluar la seguridad de este tipo de terapias en las que se busca una inhibición 
combinada de MEK y PI3K, o AKT en diferentes tipos de cáncer (NCT01138085, 
NCT01476137, NCT01562275, NCT01363232) y en la actualidad se llevó a cabo 
el estudio NCT01390818 para evaluar sus efectos en cáncer 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 progresión de la enfermedad en los 
diferentes subtipos de cáncer de seno. Estos RTKs también tienen el potencial 
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de activar vías de señalización alternativas que pueden conducir a resistencia 
en tratamientos con un solo tipo de inhibidor.  
Estudios preclínicos 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 cáncer 
de seno tipo basal, lo cual sugiere que este tipo de tumor puede ser sensible a 
inhibidores de EGFR, pero los ensayos clínicos iniciales con este tipo de 
inhibidor no han tenido buenos resultados. Una explicación potencial de estos 
resultados es la deficiencia en la identificación de los pacientes que realmente 
tienen amplificado EGFR, dado que no todos los subtipos “basal” lo llevan sobre-
expresado. Otros ensayos clínicos han evaluado terapias que combinan 
múltiplos inhibidores de RTK en pacientes con cáncer de seno metastásico.  
 
Un estudio fase II encontró un pequeño 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 múltiples subtipos de cáncer 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 progresión de la 
metástasis, haciendo al VEGFR un potencial blanco terapéutico. Muchos 
ensayos clínicos han investigado la eficacia de adicionar el anticuerpo 
monoclonal anti-VEGFR bevacizumab, a la quimioterapia estándar en pacientes 
negativos para receptores hormonales (143-146). Los resultados de los estudios 
son variados, en ensayo clínicos iniciales se muestra una significante mejoría en 

Figura I- 7 Frecuencia de las mutaciones en las quinasas que modulan las vías de señalización en 
cáncer de seno subtipo basal. 
Las frecuencias de las mutaciones fueron calculadas usando la data de secuenciación de todo el genoma en 
el estudio TCGA y la clasificación PAM5 disponible en el Portal cBio (Cancer Genome Atlas Network, 2012; 
Cerami et al., 2012). La frecuencia de la sobreexpresión de mRNA, fue calculada usando dos veces la 
expresión del umbral de los resultados de la expresión del mRNA 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.  
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la progresión libre de enfermedad, sin embargo, estudios más recientes han 
fallado en mostrar una mejora en la sobrevida en cohortes de pacientes 
negativas para receptores de estrógenos, generando que la FDA retirara la 
aprobación en última instancia de bevacizumab en cáncer 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 clínicos, 
incluyendo inhibidores de amplio espectro como sunitinib (NCT00887575) y 
sorafenib (NCT00825734, NCT00544167). 
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 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

 Hipótesis 
 
El cáncer 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 estrógenos, progesterona ni HER2, siendo insensible a la 
mayoría de las terapias disponibles para cáncer 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 progresión es de 3 a 4 meses. A la fecha no existe un 
tratamiento estándar aprobado por la FDA, siendo la quimioterapia la única opción. 
Sin embargo, no hay una quimioterapia estándar para tratar los pacientes con 
metástasis refractaria o recidivante. Es muy común una rápida recidiva, con 
metástasis 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 
metástasis. Teniendo presente que la mitocondria es el centro del metabolismo 
energético para el mantenimiento de la tumorigénesis, además de que en ella 
converge el mecanismo de muerte especializado que no desencadena daño tisular 
sano como lo es apoptosis, y con la posibilidad de inducir la permeabilización 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 cáncer de seno. El agente 
mitocondrial mimético de SOD, Mito-CP (nitróxido carboxi proxilo enlazado a un 
catión lipofílico de trifenilfosfina), ha demostrado que ejerce efectos citotóxicos 
selectivos en células de cáncer 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 catión de 
TPP+, y Mito-SG1, el cual tiene una menor capacidad de reducción que Mito-CP y 
en estudios preliminares demostró efectos apoptóticos en concentraciones 
submicromolares en células de hepatocarcinoma y cáncer de seno. Trasladando 
nuestros resultados previos, tenemos como hipótesis que la Mito-Met y el Mito-SG1, 
deberían ejercer un efecto citotóxico selectivo en células de TNBC atacando a la 
bioenergética mitocondrial. 
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 Objetivo General: 
 
Evaluar los efectos de agentes dirigidos a la bioenergética mitocondrial Mito-SG1 y 
Mito-Met en líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC 
(MCF7 y T47D) así como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A). 
 

 Objetivos Específicos 
 
 Evaluar los efectos citotóxicos y selectividad de los agentes Mito-SG1 y Mito-

Met en las líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC 
(MCF7 y T47D) así como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A). 
 

 Determinar los efectos apoptóticos de Mito-SG1 en las líneas 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 líneas 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 líneas 

celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468). 
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 METODOLOGIA 
 
 
El presente estudio evalúo los posibles efectos mitocondrio-tóxicos selectivos de los 
agentes antioxidantes mitocondriales (Mito-SG1) y derivados de sensibilizadores de 
insulina (Mito-Met) en líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y 
no-TNBC (MCF7 y T47D) así como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A). 
La metodología de este proyecto es de tipo Experimental, los experimentos se 
realizaron por triplicado con mínimo 3 réplicas. La diferencia se consideró 
estadísticamente significativa con valores de p≤0.05. 
 

 Desarrollo Objetivo 1 
 
Evaluar los efectos citotóxicos y selectividad de los agentes Mito-SG1 y Mito-
Met en las líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC 
(MCF7 y T47D) así como, en células de epitelio mamario sano (MCF10A). 
 
Para determinar los efectos citotóxicos y de selectividad, las células de TNBC (MDA-
MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7 y T47D) así como, en células de epitelio 
mamario sano (MCF10A) fueron cultivadas bajo las condiciones recomendadas por 
la ATCC. La viabilidad y muerte celular, se evaluó en presencia y ausencia de 
diferentes concentraciones de: Mito-Met y Mito-SG1, así 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 inhibición del crecimiento fue evaluada por el ensayo de 
inhibición de la proliferación celular con azul de tripán y formación de colonias, así 
como se evaluó la migración celular mediante el ensayo de wound healing.  
 

 Síntesis de los mitocompuestos: 

Los mitocompuestos SG1, Mito-SG1 y Mito-Met, fueron sintetizados y 
caracterizados por los doctores Micael J. Hardy y Olivier Ouari del laboratorio SREP 
de la Universités Aix-Marseille, Francia. Se presenta a continuación la síntesis 
resumida de los compuestos. 
 
Mito-Met:  
 
La síntesis del compuesto fue publicada por Cheng, 2016 (147). En resumen, se 
disolvió una porción de 0.2 g de bromuro de (10-aminodecil) trifenilfosfonio (0.4 mM) 
en CH2Cl2 (3 mL) y la mezcla se enfrió a 0°C. Se añadió gota a gota una porción 
de 500 µL de una solución de 1 M de HCl en éter dietíllico (0.5mM). Después de 
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una hora a temperatura ambiente, el disolvente se eliminó a vacío y se añadió 
diciandiamida (0.034 g, 0.4mM) en BuOH (2mL). La mezcla se calentó a reflujo 
durante la noche, después de lo cual el disolvente se evaporó y el residuo se purificó 
por HPLC para dar Mito-Met de 10 carbonos (0.060 g, 30%). 31P NMR, (400.13): δ 
23.77. 1H NMR, (400.13 MHz): δ 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 C30H41N5P 
[C30H41N5P]+ 502.3094, encontrado 502.3094.  
 
 
Síntesis de N-tert-butil-1-dietilfosfono-2, 2-dimetilpropil-nitróxido (SG1): 
 
El nitróxido SG1 fue sintetízado de acuerdo a los procedimientos establecidos por 
el grupo de nuestros colaboradores de la Aix Marseille Université, en Marsella, 
Francia (148). La síntesis de SG1 se realiza en un proceso de tres pasos como se 
muestra en la Figura I- 8, que envuelve la formación de la imina, la fosforilación y la 
oxidación 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 nitrógeno. Al introducir el 
pivalaldehido, se establece el ambiente inerte bajo nitrógeno y se enfría a 10°C. 
Luego, 10 moles de t-butilamina se añaden gota a gota por 1 h manteniendo la 
temperatura a 10°C. Después la mezcla es calentada a 40°C y se dejó reaccionando 
por 2 h. Seguidamente, la reacción 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. 
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N
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En la segunda etapa, al residuo que quedo en el reactor, se le añaden gota a gota, 
15 moles de dietifosfita por aproximadamente 1 h. Luego, la reacción se mantiene 
a temperatura ambiente, con agitación por 19 h. Al finalizar esta etapa se recupera 
un crudo del producto de la reacción con el aminofosfonato con un rendimiento de 
aproximadamente un 68% dando un producto líquido color amarillo. Este 
posteriormente se purifica con un tratamiento con ácido/base. En la purificación con 
ácido, una solución al 5% con HCl en agua se usa para acidificar el crudo a un pH 
de 3.0, manteniendo la temperatura a 10°C. Debido a que la reacción es exotérmica 
el enfriamiento se mantiene en todo momento con hielo. Las impurezas orgánicas 
son extraídas con diclorometano. Una fase acuosa sin color, que contiene el 

Figura I- 8 Síntesis de SG1 
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clorhidrato del aminofosfonato, se recupera y se rebasifica con una solución 
saturada de KHCO3 a un pH de 7.8. 
 
El aminofosfonato es nuevamente extraído con diclorometano. La fase orgánica de 
esta extracción se seca con sulfato de sodio y se concentra en un rotoevaporador 
a presión reducida. El producto es un líquido sin color de aminofosfonato que se 
recupera con una pureza de más de 99%. El rendimiento de la reacción es de 66% 
con respecto al pivalaldehido introducido inicialmente. 
 
En la tercera etapa, se prepara el SG1, oxidando el aminofosfonato con ácido 
metacloroperbenzoico (mCPBA). Para esta etapa, 1.21 moles de mCPBA en 
diclorometano en el mismo reactor de la primera etapa. Despues que todo el 
perácido disuelve, la fase acuosa se separa luego que la reacción se deja asentar. 
Luego la solución orgánica de mCPBA, se seca con mediante adsorción en tamiz 
molecular. Luego, 0.769 moles del aminofosfonato, de la primera etapa, son 
añadidos gota a gota al medio de reacción, que se mantiene a 10 °C. Después la 
mezcla se deja reaccionar por 2 h. Al finalizar el tiempo, la mezcla es neutralizada 
con KHCO3 acuoso saturado a temperatura ambiente. La fase orgánica se aisla, 
luego se lava con agua y después se concentra a presión reducida. El producto, de 
color marrón amarillo, es el nitróxido SG1 [1] Figura I- 8, que se obtiene con una 
pureza de 77% y un rendimiento de 71% con respecto al aminofosfonato. 
 
 
Mito-SG1:  
 
La síntesis del Mito-SG1 o N-tert-butil-1-dietilfosfono-2, 2-dimetilpropil-nitróxido 
(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 versión 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 
protección del alcohol por tertiobutildimetilsilil. Luego, la segunda etapa es la 
aminofosforilación 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 nitróxido SG1 [4]. El 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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 Líneas celulares y condiciones de cultivo:  

Todas las líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC 
(MCF-7 y T47D) así como, las células de epitelio mamario sano (MCF10A) fueron 
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manasas, VA). Todas las 
líneas celulares se utilizaron máximo 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 líneas 
celulares hormono-independientes de mayor uso en la investigación de cáncer de 
seno, que presentan un potencial metastático elevado, siendo unas de las líneas 
celulares más utilizadas en los estudios de cáncer de seno. Se aislaron por primera 
vez en 1974 y 1977, respectivamente, a partir de una muestra de  derrame pleural 
de una paciente con cáncer de seno que falleció de esta enfermedad (149, 150). 
Ambas líneas presentan un crecimiento extraordinariamente rápido en cultivos poco 
enriquecidos, en parte por una regulación autocrina a partir de factores de 
crecimiento celular que ellas mismas secretan al medio. MCF7 y T47D son líneas 

Figura I- 9 Síntesis de Mito-SG1 



 
49 

celulares hormono-dependiente, siendo MCF7 una de las líneas celulares de mayor 
uso en la investigación en cáncer de seno. MCF7 fue aislada por primera vez en 
1970 y T47D en 1979, sin embargo, antes de obtener la línea celular MCF7, no era 
posible obtener líneas celulares mamarias que fueran capaces de sobrevivir en 
cultivo más de algunos meses. La línea 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-26TM) Figura I- 10:  

Células epiteliales humanas 
de cáncer de seno 
(adenocarcinoma), de tipo 
adherente, aisladas de una 
mujer de raza caucásica de 
51 años, extraídas de un 
derrame pleural 
metastásico. Presentan 
mutado el gen TP53, 
conocido como el guardián 
del genoma, el cual codifica 
el factor de transcripción 
p53 conocido como la más 
importante proteína 
supresora de tumores.  La 
proteína p53 tiene 
importantes funciones como 
la detención del ciclo celular, 
la activación de enzimas de reparación del ADN, iniciación del proceso de 
senescencia, así como la activación de apoptosis. Esta línea 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 mutación en Ras, presentando la proteína KRAS, una mutación 
de baja frecuencia en cáncer de seno. Las proteínas RAS activan corriente-abajo 
efectores tales como, AKT y ERK, afectando el crecimiento celular, la diferenciación 
y la supervivencia. Mutaciones en el gen RAS están asociadas a una pobre 
respuesta a las terapias actuales, especialmente a aquellas que van dirigidas a una 
inhibición de EGFR.   
 
Esta línea celular también presenta mutado el proto-oncogén BRAF, el cual codifica 
la proteína B-RAF, una serina/treonina quinasa de la familia RAF, que actúa 
corriente abajo en la vía RAS y corriente arriba en MEK en la vía de señalización 
MAPK/ERK. Mutaciones en B-RAF lideran una excesiva proliferación celular y 

Figura I- 10 Línea celular MDA-MB-231 ATCC® HTB-26TM.  
Fuente: ATCC®. 
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potencian la supervivencia celular.  Presenta expresión del oncogén WNT7B. MDA-
BM-231 no expresan los receptores de estrógenos y progesterona, así como 
presenta una muy baja o nula expresión del gen HER2, por lo cual esta línea celular 
es considerada como TNBC. Esta línea celular expresa el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) y el factor transformante de crecimiento alfa (TGF α).  
 
La línea celular fue replicada a una confluencia de 70% para su almacenamiento en 
crioviales de 1 ml de medio completo, suplementado con 5% de Dimetil sulfóxido 
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-CI, Cellgro, Corning®), 3,7 g de bicarbonato de sodio 
(CAS 144-55-8, Fisher scientific), 1% de penicilina/estreptomicina (Ref. 30-002-CI, 
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 utilizó glucosa en el 
medio, la cual fue reemplazada por galactosa (CAS 59-23-4, Ref. G0625-500G, 
Sigma-Aldrich®) a una concentración de 10 mM.   
 
1.5.1.2.2 MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132TM) Figura I- 11:  

Células epiteliales humanas 
de cáncer de seno 
(adenocarcinoma), de tipo 
adherente, aisladas de una 
mujer de raza negra de 51 
años, extraídas de un 
derrame pleural 
metastásico. Presentan 
mutaciones del gen PTEN, 
que codifica el supresor 
tumoral PTEN. PTEN actúa 
como una proteína 
fosfatasa de doble 
especificidad. Defosforila 
los residuos tirosina, serina 
y treonina. También actúa 
como una lípido-fosfatasa, 
actividad crítica para su 
función supresora de tumores, actuando como un antagonista de la ruta de 
señalización PI3K-AKT/PKB. También tiene actividad reguladora en el ciclo celular. 
MDA-MB-468 presenta mutación del gen supresor tumoral RB1 que codifica una 
proteína reguladora de la proliferación celular por control en la progresión 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 línea celular. Este gen 

 
Figura I- 11 Línea celular MDA-MB-468 ATCC® HTB-132TM.  
Fuente: ATCC®. 
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codifica efectores corriente abajo en la vía de señalización del TGFβ, afectando la 
diferenciación celular, el desarrollo embrionario y la apoptosis. Al igual que MDA-
MB-231, MDA-MB-468 presenta mutación en el gen TP53. Al igual que MDA-MB-
231, MDA-BM-468 no expresan los receptores de estrógenos y progesterona, así 
como presenta una muy baja o nula expresión del gen HER2, por lo cual esta línea 
celular es considerada como TNBC. Esta línea celular expresa EGF y TGF α.  
 
La línea 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-22TM)  Figura I- 12: 

Células epiteliales humanas 
de cáncer de seno 
(adenocarcinoma), de tipo 
adherentes, aisladas de una 
mujer de raza caucásica de 
69 años, extraídas de un 
derrame pleural 
metastásico. MCF7 
presenta mutación en el gen 
(PIK3CA), encargado de 
codificar PI3K. PI3K opera 
como parte de la vía 
PI3K/AKT/mTOR para 
mediar la proliferación 
celular, sobrevida, 
migración y tráfico vesicular. 
Sin embargo, esta línea 
presenta baja actividad de 
AKT. Presenta expresión del 
oncogen WNT7B. Al igual que MDA-MB-231, MCF7 presenta mutación en 
CDKN2A. MCF7, es la única línea celular de cáncer de seno, que no presenta 
mutación en TP53. Esta línea celular presenta receptores para estrógenos, no 
presenta sobre expresión de HER2 y sólo presenta actividad tumorigénica en 
ratones, cuando es suplementada con estrógenos. MCF7 mantuvo muchas 
características del epitelio mamario diferenciado, incluyendo la habilidad de 
procesar estradiol a través de receptores de estrógenos citoplasmáticos y la 
capacidad de formar cúpulas.  
 

Figura I- 12  Línea celular MCF7 ATCC® HTB-22TM. 
Fuente: ATCC®. 
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La línea 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-133TM) Figura I- 13: 
 
Células epiteliales humanas 
de cáncer de seno 
(carcinoma ductal), de tipo 
adherentes, aisladas de una 
mujer de 54 años, extraídas 
de un derrame pleural 
metastásico. T47D presenta 
al igual que MCF7 mutación 
en el gen (PIK3CA). T47D 
también presenta mutación 
en TP53. Esta línea celular 
presenta expresión de 
receptores de estrógenos, 
progesterona, andrógenos y 
glucocorticoides. Presenta 
expresión del oncogen 
WNT7B. 
 
La línea 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 I- 14:  

Células epiteliales mamarias humanas, adherentes, aisladas de una mujer de raza 
caucásica de 36 años, que presentaba enfermedad fibroquística de las mamas. La 
línea celular MCF 10A es inmortalizada, no es tumorigénica, y no presenta signos 
de diferenciación terminal o senescencia. Esta línea celular responde a insulina, 
glucocorticoides, entero-toxina de cólera y EGF. Por microscopia electrónica se 
evidencia que las células presentan características de células de ductales luminales 
pero no de células mioepiteliales. También expresan antígenos específicos de 
mama, detectados por anticuerpos monoclonales como MFA-Breast y MC-5. El 
contenido de calcio ejerce un fuerte efecto sobre la morfología celular. 

Figura I- 13 Línea celular T47D ATCC® HTB-133TM. 
Fuente: ATCC®. 
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MCF 10A celular fue 
replicada a una 
confluencia de 70% para 
su almacenamiento en 
crioviales de 1 ml de medio 
completo, suplementado 
con 7.5% de DMSO. El 
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-1 de EGF humana 
(Cat. AF-100-15, PeproTech, INC), 0.5 mg.ml-1 de hidrocortisona (Cat. No. 3867, 
Calbiochem®), 100 µg.ml-1 de toxina de cólera (Biological Laboratories, Inc),  10 
µg.ml-1 de insulina recombinante humana (Cat. No. 407709-50MG, Calbiochem®) y 
1% de penicilina/estreptomicina (Ref. 30-002-CI, Cellgro). El medio de ensayo no 
fue suplementado con EGF, y la concentración de suero de caballo usada fue del 
2%. 
 

 Ensayo MTT: 

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

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 formazán
(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenilformazan). 
 

Figura I- 14 Línea celular MCF 10A ATCC® HTB-10317TM. 
Fuente: ATCC®. 
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tetrazolio es permeable a la membrana celular y en la mitocondria es reducido a 
cristales insolubles de formazán (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil formazán) por 
la enzima mitocondrial succionato-deshidrogenasa Figura I- 15. Los cristales de 
formazán son de color púrpura y debe ser solubilizados con DMSO para cuantificar 
su absorbancia a una longitud de onda de 595 nM. Se considera que la cantidad de 
formazán que se produce en un cultivo es directamente proporcional a la cantidad 
de células vivas. 
 
Las líneas 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 tripán 
para sembrar a una densidad celular de acuerdo con la línea celular (MDA-MB-231 
y T47D a 1x104 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 concentración 
de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el tiempo de incubación se adicionaron 
diferentes concentraciones de Mito-SG1, Mito-Met que oscilaron entre 0.01 µM y 30 
µM, así como de sus respectivos compuestos parentales SG1, metformina y TPP. 
En cada ensayo se utilizó medio de cultivo como control libre de tratamiento. 
Pasadas 24 y 48 horas de incubación, el medio fue reemplazado con tetrazolio (CAS 
298-93-1, Alfa Aesar) disuelto en medio de cultivo a una concentración de 0.5 
mg.ml-1. Las células fueron incubadas por 1 hora. El medio fue reemplazado por 
100 µL de DMSO grado ACS (CODE: 0231-500ML, Amresco®) por pozo. La 
formación de formazán se determinó 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. 

 Ensayo SYTOX® Green: 

SYTOX® Green es una cianina con alta afinidad por los ácidos nucleicos y 
fácilmente penetra las células con compromiso en la membrana plasmática, así 
como es impermeable a las células vivas, dado la integridad de sus membranas 
Figura I- 16. El complejo SYTOX® Green/ADN tiene una excitación y emisión 
máxima a 504 nm y 523 nm respectivamente. Este ensayo tiene por utilidad la 
determinación de muerte celular en tiempo real. A mayor presencia de fluorescencia, 
mayor muerte celular. 
 
Las líneas 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 tripsinizadas y 
cuantificadas con azul de tripán para sembrar a una densidad celular dependiente 
del tipo de célula (MDA-MB-231 a 3x104 células por pozo, MDA-MB-468 y MCF7 a 
2x104 células por pozo y MCF10A a 1.5x104 células por pozo) en placas de 24 
pozos. Las células fueron incubadas a 37°C, a una concentración de CO2 del 5% 
por 24 horas. Pasado el tiempo de incubación se adicionaron diferentes 
concentraciones de Mito-SG1, SG1 Y TPP que oscilaron entre 0.1 µM y 10 µM 
diluidas en medio de cultivo, no se utilizó Mito-Met ni metformina, por los resultados 
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obtenidos en el MTT. En 
cada ensayo se utilizó 
medio de cultivo como 
control libre de 
tratamiento. Pasadas 48 
horas de incubación, el 
medio fue reemplazado 
por medio de cultivo libre 
de suero, con SYTOX 
green (Ref. S7020, 
Molecular probes®) a 
una concentración final 
de 300 nM y se incubó 
durante 20 minutos. La 
fluorescencia se evaluó 
a través de un 
microscopio invertido 
Nikon Eclipse TiS y la 
cuantificación se realizó 
con el software NIS-
Element Advanced Research 3.2. 
 

 Ensayo de proliferación celular con azul de tripán: 

La proliferación celular fue 
evaluada mediante la 
observación manual del 
número de divisiones de las 
líneas celulares utilizando 
la coloración con azul de 
tripán. El azul de tripán, 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 I- 17. El 
número de células vivas, 
capaces de excluir el 
colorante, se determina al 
microscopio usando un 
contador manual y una cámara de Neubeuer.  

Figura I- 16 Fundamento Ensayo Sytox green® 
Sytox green® es una cianina que no es permeable a células viables. En
células con compromiso de la membrana celular, característica 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 500 veces más fuerte, a 
comparación de la molécula no unida a ADN con un espectro de emisión y
excitación de 523/504 nm respectivamente.  
  

Figura I- 17 Fundamento del ensayo de exclusión del colorante azul
de tripán. 
El azul de tripán 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
coloración azul visible por microscopia óptica convencional. 
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Las líneas celulares MDA-MB-231 en representación de las líneas celulares TNBC 
y MCF7 en representación de las líneas celulares no-TNBC fueron cultivas, lavadas, 
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizó una densidad 
celular de 1.5x105 por pozo, para cultivo en placas de 6 pozos. Las células fueron 
incubadas a 37°C, a una concentración de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el 
tiempo de incubación se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 y SG1 
diluidas en medio de cultivo, no se utilizó Mito-Met ni metformina, por los resultados 
obtenidos en el MTT. En cada ensayo se utilizó medio de cultivo como control libre 
de tratamiento. Pasadas 24, 48 y 72 horas se tripsinizaron tres muestras por 
concentración de tratamiento, y se realizó el conteo de células viables con la 
coloración de azul de tripán al 0.4%, utilizando una cámara de Neubeuer. 
  

 Ensayo de formación de colonias: 

La inhibición del crecimiento fue evaluada por el ensayo de formación de colonias 
(151). En ensayo de formación de colonias fue establecido hace más de 50 años, 
el primer artículo 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 más. Este ensayo es el método 
de elección para determinar la muerte por inhibición de la reproducción celular 
después del tratamiento con radiaciones ionizantes, pero también puede ser usado 
para determinar la efectividad de otros agentes citotóxicos. Únicamente una fracción 
de las células sembradas retiene la capacidad de producir colonias. Antes o 
después del tratamiento las células son sembradas en una dilución apropiada para 
generar colonias entre 1 y 3 semanas. Las colonias son fijadas con glutaraldehido 
(Paraformaldehido, P6148, 500G, Sigma-Aldrich®) a una concentración del 6.0% 
v/v, coloreadas con cristal violeta (CODE: 0528-100G, Amresco®) a una 
concentración de 0.5% p/v y contadas usando un estereoscopio o sistemas de 
captura de imágenes, para posteriormente realizar el cálculo de la eficiencia de 
formación de colonias (PE, por sus siglas en inglés Plating Efficiency) y con el PE, 
se calcula la fracción superviviente (SF, por sus siglas en inglés Surviving Fraction). 
 
Las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 fueron cultivas, lavadas, 
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizó una densidad 
celular de 300 células por pozo para cultivo en placas de 6 pozos. Las células fueron 
incubadas a 37°C, a una concentración de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el 
tiempo de incubación se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 y SG1 
que oscilaron entre 0.1 µM y 10 µM diluidas en medio de cultivo, no se utilizó Mito-
Met ni metformina, por los resultados obtenidos en el MTT. En cada ensayo se utilizó 
medio de cultivo como control libre de tratamiento. A las 24 horas posteriores al 
tratamiento se realizó cambio de medio de cultivo y se incubaron las placas de 8 a 
10 días, dependiendo de la velocidad de cada línea 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 tiñeron con glutaraldehído al 6% y cristal violeta al 
0.5% durante 30 minutos en agitación. Posteriormente, las células se lavaron con 
agua tipo II y se secaron a temperatura ambiente. Las colonias fueron contadas con 
el equipo VersaDoc™ imaging systems, posteriormente se realizó el cálculo de la 
PE y SF, de acuerdo a la ecuaciones (I.1) y (I.2) respectivamente (151). 
 
 

ܧܲ   ൌ ேú௠௘௥௢	ௗ௘	௖௢௟௢௡௜௔	௣௥௢௠௘ௗ௜௢

ேú௠௘௥௢	ௗ௘	௖é௟௨௟௔௦	௦௘௠௕௥௔ௗ௔௦
ൈ 100 (I.1) 

 
ܨܵ   ൌ ௉ா	ௗ௘௟	௧௥௔௧௔௠௜௘௡௧௢

௉ா	ௗ௘௟	௖௢௡௧௥௢௟
		ൈ 100 (I.2) 

 
                                

 Ensayo de migración celular: 

Para la evaluación de la migración celular se utilizó el ensayo de cierre de herida, 
más conocido como “wound healing assay”. Este ensayo se basa en la observación 
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 moverán 
hacia la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando así la 
herida. Este experimento permite analizar tanto la migración de la monocapa como 
el movimiento de células individuales. 
 
Las líneas 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 concentración de CO2 del 5% en placas de 24 pozos. Cuando las células 
lograron el 90% de confluencia, se realizó un lavado con PBS a 37°C, y se procedió 
a realizar la herida manualmente con puntas amarillas estériles (con capacidad de 
10 µL a 200µL). Se procedió 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 µM a 3 µM diluidas en medio de cultivo, no se utilizó Mito-Met ni 
metformina, por los resultados obtenidos en el MTT. En cada ensayo se utilizó 
medio de cultivo como control libre de tratamiento. A las 24 horas posteriores al 
tratamiento se realizó la captura de imágenes utilizando un microscopio invertido 
Nikon Eclipse TiS. Las imágenes fueron analizadas con el software libre TScratch 
(CSElab, Zurich, Switzerland) Figura I- 18 (153). 
 
El software TScratch se basa en dos conceptos, área abierta de la imagen (open 
image área) y porcentaje de la herida abierta (Open wound área). El área 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 análisis, directorio 
individual (single directory mode) y secuencia de data (Time-course) Figura I- 18D. 
En el modo secuencia de data se puede calcular el porcentaje de herida abierta 
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Figura I- 18E, la cual se define como la fracción del área de la imagen abierta a un 
determinado tiempo, con relación al área de la imagen abierta en el tiempo cero. En 
la Figura I- 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 científicos de instituciones 
sin ánimo de lucro y con propósitos no comerciales. A continuación, se incluye la 
página oficial del grupo como requisito explicito para el uso del software: 
http://www.cse-lab.ethz.ch.  
 

 Desarrollo Objetivo 2 
 
Determinar los efectos apoptóticos de Mito-SG1 en las líneas celulares de 
TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7). 
 
La apoptosis fue determinada por la caracterización morfológica de los cambios 
nucleares, evaluada mediante microscopia de fluorescencia con DAPI, cambios a 

Figura I- 18 TScrath Software. 
Se presenta en la imagen una guía rápida para el uso del software, con el objeto de permitir al lector replicar el
análisis del ensayo de migración. A) Flujograma básico de uso del software. B) Pantalla principal, utilizada para
subir la data a analizar y calcular el porcentaje de área abierta. C) Ejemplo de ensayo Time-Course, donde se 
compara el tiempo cero con la migración a las 24 horas. Se observa al lado izquierdo las fotos tomadas en el 
ensayo, y a lado derecho, el área que selecciona el software como área abierta. D) Ejemplo de cómo se debe
organizar el directorio de la data y los archivos en el modo Time-Course. E) Cálculo 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 citoplasmática medidos por la traslocación de la fosfatidil-serina 
por citometria de flujo con el kit de Anexina V, la activación de caspasas 3/7 por 
citometría de flujo y la liberación de citocromo C y activación de ERK mediante la 
técnica de western blot. 

 Alteraciones en la morfología nuclear: 

Las alteraciones en la morfología nuclear ocurren tanto en células necróticas como 
apoptóticas, y pueden ser evaluadas con el uso de coloraciones fluorescentes 
observadas por microscopia. Las células sanas muestran una coloración difusa del 
núcleo. En las células lesionadas el tipo de morfología celular observada depende 
tanto del tipo célula como del compuesto utilizado, pero generalmente confluye en 
tres tipos de patrones (Figura I- 19): 1) Condensación de la cromatina: marginación 
de la cromatina sin condensación nuclear; 2) Fragmentación nuclear: marginación 
de la cromatina con condensación nuclear; 3) Condensación nuclear: disminución 
del tamaño del núcleo sin marginación de la cromatina.  La marginación hace 
referencia al agrupamiento de la cromatina al borde o periferia de la membrana, 
resultante en una pérdida de tinción en otras partes del núcleo. Condensación 
nuclear se refiere a una disminución en el tamaño del núcleo en comparación con 
los núcleos de control. La condensación puede estar presente en ambas células 
apoptóticas y necróticas. La 
condensación 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 todavía no 
hay pérdida de la membrana. La 
fragmentación nuclear que es 
comúnmente asociada con apoptosis 
también puede observarse en la 
necrosis. La condensación de la 
cromatina es típica de las células 
apoptóticas y a menudo precede la 
fragmentación nuclear.  
 
Para evaluar estos cambios de la 
morfología nuclear se utilizó DAPI (4´,6-
diamidino-2-fenilindol). DAPI, es un 
colorante nuclear fluorescente, que se 
basa en la fijación de la región adenina-
timina en secuencias del ADN de doble 
cadena tanto en células vivas como en 
células fijadas. La tinción DAPI al ser 
excitada con luz UV en el microscopio 
fluorescente, emite un color fuerte azul 

Figura I- 19 Cambios morfológicos nucleares
visualizados con DAPI.  
La línea celular MCF-7 fue tratada por 48 horas
con MitoSG1 a una concentración de 5 µM. A)
Morfología nuclear normal. B) Se indica con la
flecha blanca, la fragmentación nuclear. C) Se
indica con la flecha blanca, la condensación de la
cromatina. D) Se indica con la flecha blanca, la
condensación nuclear. 
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fluorescente cuando se encuentra adherido al ADN bicatenario en una absorción de 
longitud de onda de 461nm. 
 
Las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 fueron cultivas, lavadas, 
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizó una densidad 
celular de 2.5 x105 para cultivo en placas de 6 pozos. Las células fueron incubadas 
a 37°C, a una concentración de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el tiempo de 
incubación 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 concentración 
de 2 µg.ml-1 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 mínimo de 200 núcleos por muestra. El total de núcleos alterados se dividió por 
el total de núcleos contados y se multiplicó por 100. Para la condensación nuclear, 
se compara con el tamaño del núcleo de las células del control. La condensación 
debe ser menor al 50% del núcleo control. La fragmentación nuclear es el cambio 
más evidente de los tres parámetros a evaluar, dado que debe presentar las dos 
características: condensación nuclear y marginación de la cromatina. La 
condensación de la cromatina es caracterizada por un incremento de la coloración 
del ADN a los lados, periferia o el núcleo sin disminución en el tamaño del núcleo 
en comparación con los núcleos control. Las imágenes fueron analizadas con el 
software NIS Elements AR Advanced Research 3.2 (Nikon) para calcular el área, la 
circularidad, el factor de forma, la intensidad media de fluorescencia y la variación 
de la intensidad de fluorescencia, los parámetros obtenidos fueron clasificados en 
excel para determinar el tipo de cambio morfológico y la significancia fue calculada 
en GraphPad Prism 5.  
 

 Ensayo de Anexina V: 
 
Cuando se desea diferenciar la apoptosis de la necrosis, se hace indispensable la 
evaluación de los cambios a nivel de membrana citoplasmática, como lo es la 
translocación de la fosfatidil-serina (FS) localizada en la superficie citoplasmática, 
hacia la cara externa de la membrana plasmática, convirtiéndola en un marcador de 
superficie de apoptosis. La FS se identificó como marcador de la superficie de los 
leucocitos que entran en apoptosis, permitiendo que sean reconocidos por los 
macrófagos y, por ende, puedan ser fagocitados. El anticoagulante Anexina V, es 
una proteína de unión a fosfolípidos dependiente de Ca2+ que tiene una alta afinidad 
por la FS. De esta forma, al marcar la Anexina V con un fluoróforo, se pueden 
identificar las células apoptóticas por la unión a la FS expuesta en la cara externa 
de la membrana plasmática Figura I- 20. 
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Las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468, fueron cultivas, lavadas, 
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente en el objetivo 1. Se utilizó 
una densidad celular de 2.5x105 para cultivo en placas de 6. Las células fueron 
incubadas a 37°C, a una concentración de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el 
tiempo de incubación se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 por 

un periodo de 24 horas y 48 horas, utilizando como control positivo Estausporina a 
5 µM 3 horas previas a la lectura y como control negativo durante todo el 
experimento, medio de cultivo. Se utilizó 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 fluoresceína y se utiliza el 
Ioduro de propidio (PI) 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+/PI-), Apoptosis 
tardía/necrosis (Anexina V+/PI+) y necrosis (Anexina V-/PI+). El ensayo se realizó 
siguiendo las recomendaciones del fabricante, con una captura mínima de 10.000 
eventos en un citómetro FACS CANTO BD system. 
 

 Ensayo de activación de caspasas 3/7: 

Las caspasas son proteasas claves en la transducción y ejecución de la señal 
apoptótica inducida por diversos estímulos. 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 autoproteólisis cuando son traslocadas a 

Figura I- 20 Fundamento ensayo de Anexina V  
El ensayo de anexina V se basa en la alta afinidad en presencia de Ca2+ que tiene el anticoagulante Anexina V
por la fosfatidilserina (FS). La FS se encuentra en células sanas en la cara interna de la bicapafosfolipídica
hacia el espacio intracelular, y en células apoptóticas se ha traslocado a la cara externa de la bicapafosfolipídica, 
quedando expuesta al espacio extracelular y permitiendo su unión con la Anexina V. La Anexina V viene
conjugada con un fluorocromo permitiendo su detección por citometría de flujo. 
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compartimientos específicos o mediante adaptadores/activadores. Las caspasas 
ejecutoras son activadas mediante el corte específico mediado por las caspasas 
iniciadoras. Estas proteasas son las encargadas de los cortes finales de sustratos 
que provocan la morfología típica de la apoptosis. Entre éstos se encuentran 
proteínas de señal, de reparación de ADN, estructurales, factores de transcripción, 
entre otras. Existen 2 vías de activación de la apoptosis Figura I- 21: vía extrínseca, 
cuando los receptores de muerte son reconocidos por su ligando específico, o en 
su defecto se presenta una supresión de los factores de crecimiento u hormonales; 
y la vía intrínseca, por activación de la vía mitocondrial por daño al citosol o núcleo. 
Uno de los mecanismos ampliamente usados para evaluar apoptosis, es detectar la 
activación de las caspasas efectoras 3 y 7, dado que ambas vías confluyen en su 
activación (142).  
  

Las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468, fueron cultivas, lavadas, 
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente en el objetivo 1. Se utilizó 

Figura I- 21 Vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis.  
La vía de apoptosis extrínseca se activa a través de la unión de un ligando a un receptor de muerte, lo que a 
su vez conduce, a que las proteínas adaptadoras (FADD/TRADD), ayuden al reclutamiento, dimerización y
activación de la caspasa-8. La caspasa-8 activa inicia la apoptosis directamente por escisión de las pro-
caspasas ejecutoras (3, 6, 7), o activa la vía apoptótica intrínseca a través de la escisión del BID para inducir
la muerte celular. La vía de la apoptosis intrínseca o mitocondrial puede ser activada a través de estrés celular
que conducen a la liberación del citocromo C de las mitocondrias y a la formación del apoptosoma, compuesto 
por APAF1, citocromo c y ATP. El apoptosoma se encarga de la activación de la caspasa 9, quien inicia la
apoptosis por escisión de las pro-caspasas ejecutoras (3, 6, 7). 
Fuente: Tomado y adaptado de McIlwain DR, Berger T, Mak TW. Caspase functions in cell death and disease.
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2013 Apr 01;5(4):a008656. 
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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 concentración de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado 
el tiempo de incubación se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 por 
un periodo de 24 horas, utilizando como control positivo Stausporina a 5 µM 3 horas 
previas a la lectura y como control negativo durante todo el experimento, medio de 
cultivo. Se utilizó 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 3 y 7.  El sustrato Magic Red- Ácido 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 ácidos, considerados el blanco óptimo para las caspasas 3 
y 7). Cuando el MR-(DEVD)2 está 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 realizó siguiendo las recomendaciones del fabricante, en resumen, 
una vez las células son recolectadas para su análisis, se ajusta la densidad celular 
a una concentración entre 1x105 y 1x106 células/mL. Se transfieren 300 µL de la 
suspensión celular a tubos de citometria, y se adiciona el sustrato MR-(DEVD)2 a 
una dilución de 1:30 con relación a la suspensión celular que para este caso son 10 
µL. Se incubó por 30 minutos a 37°C, y debido a que el sustrato no presenta 
interferencia con el canal verde/FITC, se procedió a realizar un análisis de doble 
color usando Sytox green® a una concentración 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 tardía MR-(DEVD)2(+)/Sytox green(+); y Necrosis MR-(DEVD)2(-)/Sytox 
green(+). Se realizó una captura mínima de 10.000 eventos en citómetro FACS 
CANTO BD system. 
 

 Extracción y cuantificación de proteínas citosólicas y mitocondriales: 

Para la extracción de proteínas citosólicas y mitocondriales a partir de cultivos 
celulares, las líneas 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 disminución de la viabilidad celular y por ende de la proteína 
obtenida. Las células fueron incubadas a 37°C, a una concentración de CO2 del 5% 
hasta obtener una monocapa del 60% de confluencia. Se realizó un lavado con PBS 
1X (Cat No. 70011044, Gibco) a 37°C y se adicionó el tratamiento con Mito-SG1 a 
diferentes concentraciones de acuerdo con el IC50 del compuesto en la respectiva 
línea celular. Pasadas 48 horas de cultivo, se retiró el medio y las células fueron 
lavadas con PBS frío, y se inició la lisis celular.  
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A partir de este momento, todo el proceso se realizó en frío (temperatura entre 0°C 
y 8°C), se procedió a adicionar 300 µL 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 adición 
de NaOH 1 N y se ajusta el pH a 7.4 con HCl 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 (Código M222-1ML, 
Amresco®) e inhibidores de fosfatasas: Ortovanadato de sodium 1Mm (Código 
450243-10G, Sigma-Aldrich®) y floruro de sodio 3 mM (Ref. S6776-100G, Sigma- 
Aldrich®).  La separación de la Fracción S100 y del lisado purificado de proteínas 
mitocondriales se realizó como se detalla en la Figura I- 22. 
 
La concentración de proteínas citosólicas se determinó mediante el método de 
Bradford. La dilución usada fue de 1:2, utilizando 10 µl de muestra más 10 µL de 
buffer de fraccionamiento, se adicionaron 300 µL del reactivo de Bradford (code 
E530-1L, Amresco®), se procedió a vortear y realizar lectura inmediata a 595 nm. 
La concentración de proteínas mitocondriales se determinó 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 utilizó una curva de concentración conocida de BSA (Prod # 
23225, Thermo scientific) como patrón de referencia disuelta en el buffer 
correspondiente de acuerdo con el método de extracción usado. 
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Figura I- 22 Flujograma de 
extracción y separación de
proteinas citosólicas y
mitocondriales.  
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 procedió a 
centrifugar a 800 g por 5 minutos a
4°C. Se descartó el pellet #1 que
contenía los núcleos 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
proteínas citosólicas y membranas.
Para obtener la fracción S100
(proteínas citosólicas), el
sobrenadante #2 se transfirió 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 Fracción S100 fue
alicuotado y almacenado a -70°C). 
Para obtener las proteínas
mitocondriales, el pellet #2 que
contiene las mitocondrias fue
resuspendido en 250 µL de buffer
de fraccionamiento, y se procedió a 
purificar el lisado de mitocondrias
pasándolo 10 veces por aguja de
25 G para lisar las células que
todavía 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 µL buffer de lisis
mitocondrial (Cat No 43-042, 
Millipore), en agitación constante
por 20 minutos a 4°C. Se centrifugó
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: Búfer de 
fraccionamiento, BLM: Búfer de
lisado mitocondrial. 
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 Fraccionamiento electroforético de proteínas y Western blot para 
determinación de liberación de Citocromo C al citosol: 

Las proteínas se fraccionaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes 
de poliacrilamida-SDS según el método descrito por Laemmli (154). Se cargaron 40 
µg de proteína por cada muestra en buffer de carga previamente denaturalizadas 
por 5 minutos a 90°C. La calibración de los geles se efectuó mediante electroforesis 
en paralelo con un marcador de peso molecular de 10kDa a 175kDa (Cat No G252 
Opti-Protein Marker, ABM). Se utilizó una cámara de mini-electroforesis de biorad, 
con un tiempo aproximado de 70 minutos de corrida electroforética, a voltaje 
constante de 140 V. Se utilizó un gel de 16% para la corrida de citocromo C, dado 
su bajo peso molecular.  
 
Se detallan a continuación la preparación de las soluciones utilizadas: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla I-1 Búfer de carga desnaturalizante 

Tabla I-3 Gel de Concentración 

Tabla I-2 Búfer de Corrida 
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1.5.2.5.1 Tinción de proteínas: 
Las proteínas resueltas en geles de poliacrilamida se tiñeron con una solución de 
Azul Brillante de Coomasie R-250 (Ref 1610436, BioRad) durante 6-8 horas. La 
eliminación del exceso de colorante no unido a proteína se realizó mediante difusión 
de éste por 30 minutos en una solución 
decolorante fuerte compuesta por ácido acético al 
10% (v/v) y metanol al 50% (v/v), seguida de una 
incubación de 12-48h con una solución 
decolorante débil (Metanol 5%, Acético 10%) y 
conservándolo finalmente en solución de 
almacenamiento (Acético 1%) a 4ºC. La tinción 
de proteínas se utilizó para validar la 
electroforesis, la resolución de las bandas, y 
determinar las condiciones óptimas de la corrida 
electroforética (Figura I- 23). No se utilizaron 
geles teñidos previamente con coomasie para 
para el western blot.  
 

1.5.2.5.2 Western blot: 
Las proteínas fraccionadas en geles por electroforesis fueron transferidas a 
membranas de PVDF de 0,2 μm (Prod # 88520, Thermo scientific) mediante electro-
transferencia húmeda. Las membranas fueron previamente activadas y 
acondicionadas pasándolas 5 segundos por metanol absoluto, 5 minutos en H2O 
Tipo I, y por último 20 minutos en búfer de transferencia en agitación constante. 
Para la transferencia húmeda se utilizó un equipo Mini Trans Blot® de Bio-Rad, 
empleando un voltaje constante de 100V durante 90 minutos, en búfer de 
transferencia con un rango de temperatura entre 8 y 10°C. A continuación, las 
membranas se sumergieron en solución de bloqueo durante al menos 2 horas con 
agitación y a temperatura ambiente. La incubación de la membrana con el 
anticuerpo primario de citocromo C anticuerpo monoclonal de ratón IgG2b (Ref. sc-
13560, Santa Cruz Biotechnology, 1:300), fue realizada a 4ºC durante toda la noche. 
A continuación, las membranas se lavaron 5 veces durante 5 min en agitación 

Figura I- 23 Tinción Coomasie. 
Gel de poliacrilamida al 16%, lisado
celular MCF7. 
 

Tabla I-4 Gel de corrida al 16% 
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constante con TBS-Tween 20 (0,1%). Posteriormente las membranas se incubaron 
en anticuerpo secundario de cabra contra IgG de ratón (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 
rábano picante en solución de dilución de anticuerpos. Las proteínas 
inmunoreactivas se visualizaron utilizando el sustrato quimioluminiscente 
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Ref. 34095, Thermo 
Fisher Scientific) según las instrucciones del fabricante, y se tomaron las fotos en el 
equipo VersaDoc™ imaging systems. La cuantificación y normalización de la 
intensidad de las bandas resultantes se determinó utilizando el software ImageJ. 
 
A continuación, se detallan las concentraciones utilizadas para cada una de las 
soluciones empleadas: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla I-6 Solución de Bloqueo 

Tabla I-5 Búfer de Transferencia 

Tabla I-8 Solución de TBS 

Tabla I-7 Solución de Dilución de Anticuerpos 
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 Desarrollo Objetivo 3 
 
Examinar los efectos de Mito-SG1, sobre el potencial de membrana 
mitocondrial, el estrés oxidativo y la bioenergética mitocondrial en las líneas 
celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7). 
 
El potencial de membrana fue determinado para evaluar la potencial 
despolarización mitocondrial. Para evaluar el estrés oxidativo se observó el efecto 
de Mito-SG1 sobre la producción de superóxido, por medio de la sonda de 
MitoSOX™ Red. Para todos los experimentos se utilizaron cultivos celulares con y 
sin tratamiento, los cuales fueron realizados según lo expuesto en el objetivo 1. Las 
pruebas para medir bioenergética mitocondrial en tiempo real se realizaron en el 
analizador de flujo extracelular XFe24 (Seahorse Bioscience, part of Agilent). 
 

 Potencial de membrana mitocondrial: 

Una característica temprana de la apoptosis es la disrupción de la mitocondria. La 
disrupción de la mitocondria incluye los cambios en el potencial de membrana y 
alteraciones del potencial de óxido-reducción de la mitocondria. Los cambios en el 
potencial de membrana pueden ocasionarse dado a la apertura del poro de 
transición de permeabilidad mitocondrial, permitiendo el paso de iones y pequeñas 
moléculas. El equilibro resultante de los iones, lidera el desacoplamiento de la 
cadena respiratoria y la liberación 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 catión lipofílico citofluorométrico JC1 (5,5’,6,6’-
tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil bencimidazolilo carbocianina Ioduro), dado que presenta 
ventajas sobre las otras tintas catiónica, porque puede entrar selectivamente en la 
mitocondria y generar un cambio de color reversible de rojo-J-agregados (~590nm) 
a verde-monómeros  (~529nm), correspondiente al potencial de membrana 
presente Figura I- 24. 
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En consecuencia, la despolarización mitocondrial está indicada por una disminución 
en la relación de intensidad de fluorescencia roja/verde. JC1 es más específica para 
evaluar el potencial de membrana mitocondrial en comparación con la membrana 
plasmática, y es más consistente en la respuesta a desporalización que otras tintas 
catiónicas como DiOC6(3) (3,3'-Dihexil oxacarbocianina Ioduro) y rodamina 123. El 
radio de verde a rojo fluorescente depende únicamente del potencial de membrana 
y no de otros factores tales como el tamaño de la mitocondria, forma y densidad, 
los cuales pueden afectar la señal de fluorescencia de un solo componente. 

 
Las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 fueron cultivas, lavadas, 
tripsinizadas y contadas como se describe anteriormente. Se utilizó una densidad 
celular de 4x104 para cultivo en placas de 24 pozos para evaluación por microscopia 
fluorescente y placas de 6 pozos a una densidad celular de 2.5x105 células por 
pozo, para evaluación por citometría de flujo. Las células fueron incubadas a 37°C, 
a una concentración de CO2 del 5% por 24 horas. Pasado el tiempo de incubación 
se adicionaron diferentes concentraciones de Mito-SG1 por un periodo de 24 horas. 
Las placas fueron lavadas con PBS, y tratadas con una concentración de JC1 de 
10 µM por 20 minutos y observadas en un microscopio invertido Nikon Eclipse TiS. 
Para la lectura por citometría de flujo las células fueron tripsinizadas previamente al 
tratamiento con JC1 y fueron analizadas en un citómetro FACS CANTO de BD 
system con un mínimo de 10.000 eventos, con lectura en los canales rojo y verde.  
 

Figura I- 24 Evaluación del potencial de membrana con el uso de
la sonda radiométrica JC1 en la línea celular MCF7. 
La línea celular MCF-7 fue tratada por 24 horas con medio de cultivo
como control. A) Co-localización de los dos canales rojo (~590nm) y 
verde (~529nm). B) Canal rojo. C) Canal verde. D) Contraste de fase.
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 Estrés oxidativo: 

El estrés oxidativo fue determinado por la producción de superóxido mitocondrial. 
Para determinar el superóxido se utilizó la sonda MitoSOX™ Red realizando la 
lectura en micróscopio 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 citómetro 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 superóxido, pero no por otras especies reactivas de oxígeno o de nitrógeno 
reactivas. La oxidación de la sonda es prevenida por el superóxido dismutasa. La 
sonda MitoSOX™ Red está compuesta por hidroetidina (HE) conjugada a un catión 
de hexil-trifenilfosfonio, y aunque tanto la HE como Mitosox pueden ser oxidados 
por el superóxido mitocondrial, únicamente mitosox puede ser usado para 
determinar la oxidación especifica en la mitocondria, debido a su acumulación 
especifica por la diferencia de carga Figura I- 25. La HE es oxidada por el superóxido 

Figura I- 25 Ensayo de MitoSOX™ Red. 
El ensayo de MitoSOX ™ Red, se basa en la acumulación 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
superóxido. Los productos de la oxidación (etidio), son altamente atraídos por el ADN mitocondrial (ADNmt), 
generando un espectro fluorescente con una emisión/excitación de 510/580 nm respectivamente. La señal se
puede detectar tanto por microscopia de fluorescencia como por citometría.  
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a etidio, el cual tiene fuerte afinidad por los ácidos nucleicos (155), con la 
característica de emitir fluorescencia en un espectro de emisión y excitación de 
510/580 nm respectivamente.  
 
Las líneas celulares de MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 se sembraron a una 
densidad de 4 x104 células por pozo respectivamente, se incubaron por 24 horas, 
posteriormente se retiró el medio de cultivo, se adicionaron diferentes 
concentraciones de Mito-SG1 por 24 horas y se utilizó 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 concentración de 3 µM por 30 minutos. 
Las células fueron observadas con un microscopio invertido Nikon TiS con lámpara 
de fluorescencia de acuerdo con la longitud de onda de emisión/excitación de 
510/580 nm respectivamente Figura I- 25. 
 
Para la verificación por citometría de flujo, se utilizaron placas de 6 pozos con una 
densidad celular de 1.5 a 2 X105 células por pozo. El tratamiento se realizó pasadas 
24 horas de incubación, con diferentes concentraciones de Mito-SG1. Después de 
24 horas de cultivo, se procedió a tripsinizar las células, el pellet fue lavado con PBS 
y tratado con 3 µM MitoSOX™ Red por 15 minutos a 37°C. 
 
Dado la variabilidad de los resultados, se procedió a estandarizar la técnica fijando 
con glutaraldehido frío al 2% en hielo por 20 minutos. Las células se pasan a tubo 
de citometría y se centrifugan 5 minutos a 1450 rpm, el pellet es reconstituido en 
500 µl de PBS 1X frío. La lectura se realiza en un citómetro de flujo FACS CANTO 
II BD system. 
 

 Wester blot de ERK p-ERK: 

1.5.3.3.1 Extracción y cuantificación de proteínas totales:  
 
Para la extracción de proteína total a partir de cultivos celulares, las líneas celulares 
MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 fueron cultivas, lavadas, tripsinizadas y 
contadas como se describe anteriormente. Se utilizó una densidad celular de 2.5 
X105 para cultivo en cajas de Petri de 100 mm.  Las células fueron incubadas a 
37°C, a una concentración de CO2 del 5% hasta obtener una monocapa del 70% de 
confluencia. Se realizó un lavado con PBS a 37°C y se adicionó el tratamiento con 
Mito-SG1 a diferentes concentraciones de acuerdo con el IC50 del compuesto en la 
respectiva línea celular. Terminada la incubación por 48 horas con los respectivos 
tratamientos, las células fueron lavadas con PBS, y se adicionaron 400 µL 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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Las células fueron recolectadas por raspado celular en tubos eppendorf de 2 ml, y 
mantenidas en agitación constante en agitador orbital por 30 minutos. Trascurrido 
este tiempo, se centrifugaron en ultracentrífuga refrigerada (4°C) a 14.000 g por 20 
minutos. El sobrenadante, el cual contiene las proteínas totales, fue almacenado a 
-70ºC. La concentración de proteínas totales se determinó mediante el método de 
BCA siguiendo las instrucciones del fabricante usando una solución de 
concentración conocida de BSA como patrón de referencia. 

1.5.3.3.2 Fraccionamiento electroforético de proteínas y Western blot para 
determinación de Erk1 y P-Erk1/2: 

 
El fraccionamiento electroforético de proteínas y western blot se realiza según lo 
descrito en el ítem 1.5.2.6.2, con las siguientes variaciones: se utilizaron 20 µg de 
proteína por línea en un gel de 14% de policrilamida Tabla I-9.  
 
 
  
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura I- 26 Flujograma de extracción y separación de proteinas totales. 
Después de 48 horas de tratamiento con MitoSG1, las células fueron lavadas con PBS frío, y se adicionaron
400 µL de Búfer de lisis celular (BLC). Se realizó raspado celular y el volumen obtenido fue envasado en un
eppendorf de 2ml donde se mantuvo en agitación constante a 4°C por 30 minutos. Posteriormente, se realizó
centrifugación a 14.000 g por 20 minutos a 4°C. El pellet #1 corresponde a restos celulares, y el sobrenadante
#1, corresponde a las proteínas totales.  

Tabla I-9 Gel de corrida al 14% 
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El procedimiento de Western blot se realizó de la forma descrita en el ítem 1.5.2.5.2 
de la metodología 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 IgG de cabra (Ref. sc-1616, Santa Cruz Biotechnology, 1:500). Los 
anticuerpos secundarios de ratón y cabra se utilizaron a una dilución de 1:20.000 
debido a que el sustrato utilizado fue SuperSignal™ West Dura Extenden Substrate 
(Ref. 34075, Thermo Fisher Scientific). 
 

 Bioenergética mitocondrial: 

La determinación de la tasa de consumo de oxígeno (OCR) y la acidificación 
extracelular (ECAR) se realizó con el analizador de flujo extracelular XF24 
(Seahorse Bioscience, Billerica, MA) Figura I- 27. 
 
El instrumento mide en tiempo real el consumo de oxígeno, así como la extrusión 
de protones. Durante el ensayo, los niveles de analitos se miden hasta que la 
concentración de oxígeno 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) así como, suministra cuatro puertos diferentes por pocillo, 
útiles para permitir la inyección secuencial de diferentes compuestos Figura I- 27C. 
 
Los biosensores del equipo se calibraron antes de cada experimento con el fin de 
asegurar una ganancia única del sensor basada en la señal proporcionada por la 
medida de la calibración con una solución de referencia con valores de oxígeno y 
pH conocido Figura I- 27A. Se utilizó el XF Cell Mito Stress Test Kit para evaluar la 
respiración mitocondrial, dado que permite la evaluación de 6 parámetros claves: 
respiración basal, máxima capacidad respiratoria, capacidad de reserva 
respiratoria, fuga de electrones, producción de ATP, y respiración no mitocondrial, 
por medio del uso de inhibidores específicos tales como, oligomicina A, carbonilo 
cianuro 4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP), antimicina A y rotenona. 
 
En la Figura I- 28, se pueden observar los parámetros a evaluar de acuerdo con el 
tipo de compuesto utilizado. La inyección de oligomicina genera una disminución 
del consumo de oxígeno, el cual es debido a la inhibición que el compuesto realiza 
sobre el complejo V de la CTE (ATP sintasa), lo que permite evaluar la respiración 
mitocondrial que está asociada con la producción de ATP. 
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Posteriormente la inyección con el FCCP desacopla el consumo de oxígeno de la 
producción de ATP, debido a la formación de un poro de translocación de los 
protones (protonóforo) del espacio intermembranal, generando la pérdida del 
potencial de membrana mitocondrial. Como resultado, se pierde la inhibición del 
flujo de electrones a través de la CTE, y el oxígeno es consumido en su máxima 
capacidad por el complejo IV. El OCR estimulado por el FCCP puede ser usado para 
calcular la capacidad de reserva respiratoria, definida como la diferencia entre la 
máxima respiración y la respiración basal. Esta capacidad de reserva es la medida 
de la habilidad de la célula para responder a incrementos en la demanda energética. 
La tercera inyección es una mezcla de rotenona, un inhibidor del complejo I, y 
antimicina, un inhibidor del complejo III. Con esta última inyección se bloquea la 
respiración mitocondrial y permite el cálculo de la respiración no mitocondrial que 
es liderada por procesos externos a la mitocondria.    
 
Se utilizó el XF Cell Glycolysis Stress Test Kit, para evaluar la función glicolítica en 
las células, por la medición directa del ECAR. Este kit provee un método estándar 
para evaluar parámetros claves en el flujo glicolítico tales como: glicólisis, capacidad 
glicolítica, reserva glicolítica, así como, acidificación no glicolítica. En la Figura I- 29, 
se pueden observar los parámetros a evaluar de acuerdo con el tipo de compuesto 
utilizado.  

Figura I- 27 Esquema en 3D del funcionamiento del XFe24 Seahorse Bioscience.  
La figura proporciona una visión esquematizada en 3D, del funcionamiento del XFe24 Seahorse Bioscience. 
A) Cartucho calibrador: el cual está 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 área de cultivo real es de 
0.5 cm2 (al igual que una placa de 96 pozos convencional). C) Imagen ampliada del cartucho calibrador el cual 
censa los cambios de consumo de oxígeno y acidificación extracelular generados por la línea celular que ha 
sido expuesta a las diferentes inyecciones de los puertos. 
Basado en: XFe24 Seahorse Bioscience, part of Agilent Technology. 
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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 inyección, a concentraciones 
saturadas de glucosa. Las células catabolizan esta glucosa a través de la vía 
glicolítica a piruvato, produciendo ATP, NADH, agua y protones. La extrusión de 
protones al medio causa un rápido incremento de la ECAR. Esta respuesta inducida 
por la glucosa se reporta como la tasa de glicólisis bajo condiciones basales. La 
segunda inyección es oligomicina, la cual, es un inhibidor de la ATP sintasa. La 
oligomicina inhibe la producción de ATP mitocondrial, y cambia la principal fuente 
de energía a la glicólisis, con el subsecuente incremento en el ECAR, revelando la 
máxima capacidad glicolítica celular. La inyección final contiene 2DG (2-deoxi-
glucosa), un análogo de la glucosa, que inhibe la glicólisis a través de la unión 
competitiva a la glucosa-hexokinasa, primera enzima en la vía glicolítica. La 
disminución significativa del ECAR confirma que el ECAR producido durante el 
experimento es dado a la glicólisis. La diferencia entre la capacidad glicolítica y la 
tasa de glicólisis se define como la reserva glicolítica. El ECAR previo a la inyección 
de glucosa, se referencia como el resultado de la acidificación no glicolítica, 
causado por procesos celulares diferentes a la glicólisis.   
 

Figura I- 28 Parámetros de la función 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 oxígeno de una línea celular tras la 
inyección 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 evaluación de las principales fuentes de carbono, se utilizó el XF Mito Fuel 
Flex Test Kit Figura I- 30. La mayor cantidad de energía producida por las células 
es derivada a partir de tres combustibles o fuentes de carbono: glucosa, glutamina 
y ácidos grasos. La dependencia y flexibilidad para usar cada una de estas fuentes 
de carbono, se puede evaluar al medir la disminución en la oxidación de cada 
fuente, lo que se determina por la disminución en la tasa de consumo de oxígeno 
bajo la adición de uno o más inhibidores Figura I- 30A.  
 
Como podemos observar en la Figura I- 30A, el kit se compone de tres inhibidores: 
UK5099, BPTES y Etomoxir. El UK5099 es un inhibidor de la vía de oxidación de la 
glucosa, dado que bloquea el transportador del piruvato a la mitocondria. El BPTES, 
es un inhibidor de la oxidación de la glutamina, dado que actúa 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 ácido tricarboxílico. El Etomoxir, es un inhibidor de la vía de 
oxidación de los ácidos grasos de larga cadena, dado que inhibe la palmitoil-
carnitina transferasa 1A, la cual es clave para la translocación de los ácidos grasos 
de larga cadena desde el citosol a la mitocondria para la beta-oxidación. 
 

Figura I- 29 Parámetros de la glicólisis evaluados por medio del ensayo XF Cell Glycolysis Stress Test
Kit (Seahorse Bioscience). 
Se observa en la figura un ejemplo ilustrativo del perfil de acidificación extracelular de una línea celular tras la 
inyección 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 parámetros claves: dependencia, capacidad y 
flexibilidad. Inicialmente al inhibir una sola vía, 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 
vías no inhibidas.  Para evaluar la capacidad de una vía (A), se inhiben dos de las 
tres vías (B y C), y se determina que capacidad tiene la vía 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 oxidación de una fuente de 
carbono, en orden de compensar la inhibición de las vías alternativas, y se calcula 
a partir de los valores obtenidos de la capacidad y la dependencia Figura I- 30D. 
 
Las líneas 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 cm2). La línea celular MCF7 se sembró a una densidad celular de 30.000 
células por pozo. Para asegurar la correcta distribución de las células y el 
tratamiento con Mito-SG1 se realizó un protocolo especial de plaqueo en dos pasos 
como se describe en la Figura I- 31. El volumen de siembra para todas las líneas 
celulares fue de 100 μl, y el volumen final del pocillo fue de 250 μl. 
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Figura I- 30 XF Mito Fuel Flex Test Kit XF. 
El kit Mito Fuel permite la evaluación de las tres principales fuentes de carbono para la respiración celular, 
glucosa, glutamina y ácidos grasos. A) Se puede observar el principio del kit, el cual se basa en el uso de
inhibidores específicos para las tres principales fuentes de carbono del ciclo de ácido tricarboxílico (ATC), y
por ende, de la respiración celular. En la vía de la glucosa, la glucosa es convertida en piruvato por medio de
la glicólisis. 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 proporción del piruvato es convertido a
lactato, responsable de la tasa de acidificación extracelular. El UK5099, es un inhibidor del TPM, impidiendo
de esta forma que la glucosa sea completamente oxidada. En la vía de ácidos grasos de larga cadena, la
beta-oxidación de los mismos es inhibida al impedir la traslocación 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 contribución de la CoA al ATC. En la vía de la glutamina, el uso del inhibidor
alostérico de la glutaminasa, el BPTES, impide la conversión de la glutamina a glutamato, lo cual bloquea la
contribución de alfa-keto-glutarato (αKG) al ATC. B) La dependencia es determinada por la inyección del 
inhibidor de la vía a evaluar (A), seguido posteriormente, previo la estabilización del OCR, de la inyección de
los inhibidores B y C (de las vías no evaluadas). La disminución del OCR, debida a la inhibición de la vía, y
determinada al calcular la línea base del OCR, y el OCR obtenido al utilizar todos los inhibidores, se expresa
en porcentaje del OCR que depende de la vía evaluada. C) La capacidad es determinada, como el porcentaje
de OCR que se mantiene cuando la vía a evaluar es la única que no se ha inhibido. Por ende, para su
determinación, en la primera inyección se utilizan los inhibidores B y C, y en la segunda inyección el inhibidor
de la vía 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 cálculo 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 líneas celulares se 
incubaron durante 24 horas a 
37ºC y 5% CO2. El día del 
experimento el medio se 
sustituyó por el volumen 
apropiado de medio de 
ensayo sin tamponar. Las 
células se dejaron en 
incubación a 37ºC sin CO2 
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 
oxígeno se expresaron como 
picomoles de oxígeno 
consumido por minuto y la 
acidificación extracelular en unidades de mili-pH por minuto. Los experimentos 
fueron normalizados por medio de la cuantificación de proteínas. Las células fueron 
lisadas con 20 µl de búfer de lisis (Tris 10 mM, 0.1% de Triton X100 en H2O tipo I) y 
las proteínas fueron cuantificadas por el método Bradford y una curva de referencia 
con concentraciones conocidas de BSA.  
 
 

 Desarrollo Objetivo 4 
 
Valorar los efectos sinérgicos o aditivos, de Mito-SG1 con doxorrubicina y 
2DG en líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468). 
 
Se evaluó con este objetivo la potencialidad de efectos sinérgicos entre Mito-SG1 y 
el compuesto actualmente utilizado para el tratamiento de cáncer 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 concentración de los compuestos no 
selectivos, minimizando de esta forma, los efectos adversos de la terapia 
convencional. Adicionalmente debido a la preferencia glicolítica de TNBC, se 
evalúan los efectos de Mito-SG1 con 2-DG, un potente inhibidor de la glicólisis. 
 
Para el cumplimiento de este objetivo, se realizó cultivo celular según lo expuesto 
en el objetivo 1, y por medio de la técnica de MTT se evaluaron las dosis IC50 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 

Figura I- 31 Protocolo de siembra. 
Para asegurar la óptima distribución de las células se realiza un
protocolo de siembra en dos pasos. En primer lugar, se plaquea la
suspensión celular en un volumen de 100 µl, los cuales deben ser 
dispensados en una esquina del pozo. Se procede a incubar a 37°C
y 5% CO2 de 2 a 4 horas, dependiendo del tipo de línea celular. La
incubación permite la correcta adhesión de las células a la placa.
Finalmente se añaden 150 µl de medio de cultivo con la 
concentración adecuada del compuesto a analizar que permita
obtener un volumen de 250 µl, donde la concentración final del
compuesto sea la que se desea evaluar. 
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trabaja con concentraciones equimolares, por lo que se evalúa 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 calculó 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 evaluación de combinación de 
drogas, está basado en la ecuación de efecto-medio derivada del principio de ley 
de acción de masas. Este principio es considerado como una teoría unificada, que 
provee un link común entre una entidad singular y múltiples entidades. Esta 
ecuación general incorpora las ecuaciones de área de bioquímica y biofísica de 
Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch y Scatchard. El índice de 
combinación resultante (CI, por sus siglas en inglés Combination Index) del teorema 
de Chou-Talalay ofrece una definición cuantitativa para efecto aditivo (CI=1), 
sinergismo (CI<1) y antagonismo (CI>1) en combinaciones de drogas. El método 
del índice de combinación se puede resumir en la ecuación (I.3). 
 

ܫܥ   ൌ
ሺ஽ሻభ
ሺ஽௫ሻభ

൅
ሺ஽ሻమ
ሺ஽௫ሻమ

 (I.3) 

 
Donde (D)1 y (D)2 corresponden a las concentraciones de droga 1 y droga 2, 
respectivamente, usados en combinación 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 CI es menor que 1, indica que el 
efecto es sinérgico, y si el valor de CI es mayor que 1, indica un efecto antagónico. 
De acuerdo al rango de CI, el efecto sinérgico por ejemplo, se puede definir como: 
leve (CI: 0.85-0.90), moderado (0.7-0.85), sinergismo (CI: 0.3-0.7), fuerte (CI:0.1-
0.3), muy fuerte (CI<0.1) (158). 
 

 Análisis de los datos 
 
Los análisis estadísticos se realizarán utilizando GraphPad prism 5 y Microsoft Excel 
2016. Todos los datos serán presentados como la media ± error estándar de la 
media (ESM). La comparación de grupos fue analizada utilizando la prueba t de 
Student. Se determinó un valor de p≤0.05 como estadísticamente significativo. 
 

 Consideraciones éticas 
 
Esta investigación no incluyó estudios en humanos ni animales por lo que su 
desarrollo no implicó ningún tipo de riesgo y por ende no le aplicaron las 
consideraciones de la Resolución 8430 de 1993. En el estudio no se hicieron 
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modificaciones genéticas, ni se infectaron las células con material de riesgo 
biológico, ni se generaron riesgos de tipo biológico. Las células fueron compradas 
a proveedores autorizados. El proyecto es clasificado como de bajo riesgo. 
 
Para la realización de este proyecto se obtuvo aprobación del comité de ética de la 
Universidad del Valle. 
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 OBJETIVO ESPECIFICO 1 

 
 
Evaluar los efectos citotóxicos y selectividad de los agentes Mito-SG1 y Mito-
Met en las líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC 
(MCF7 y T47D) así 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 líneas celulares no-TNBC y TNBC, por 
medio de la técnica de MTT. Los resultados permitirían elegir cuál de los dos 
compuestos tenía un mayor potencial como tratamiento para el cáncer de seno y 
enfocar la investigación y los recursos de la manera más eficiente. Los efectos 
citotóxicos fueron evaluados por la capacidad que tenían los compuestos para 
generar muerte celular, inhibir la proliferación y el crecimiento celular, la habilidad 
de formación de colonias y la migración 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 química 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).  

 El compuesto Mito-SG1 es más citotóxico que Mito-Met en no-TNBC y 
TNBC. 

 

Figura II- 1 Estructura química de Mito-Met y Mito-SG1, con sus correspondientes compuestos
parentales metformina y SG1. 
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A pesar de los buenos resultados publicados de Mito-Met en cáncer de páncreas 
(147) en donde se observó que la Mito-Met era 1000 veces más potente que la 
metformina para lograr la inhibición de la proliferación celular de células MiaPaCa-
2, no se obtuvieron los mismos resultados de Mito-Met en las líneas celulares no-
TNBC (MCF7 y T47D) como en las TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) utilizando 
el ensayo MTT. Las líneas celulares fueron cultivadas por 24 horas en una 
atmósfera 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 µM en medio de 
cultivo. Dado que las soluciones stock de Mito-Met y Mito-SG1 fueron preparadas 
en DMSO, se verificó que la máxima concentración utilizada en los tratamientos 
presentara una concentración menor al 0.1% de DMSO con el objetivo de no afectar 
la viabilidad celular por el vehículo. Pasadas 24 y 48 horas de tratamiento, el medio 
fue reemplazado con tetrazolio disuelto en medio de cultivo a una concentración de 
0.5 mg.ml-1 e incubadas por 1 hora a 37°C. Los cristales de formazán fueron 
disueltos en DMSO por 20 minutos en agitación constante y se procedió a medir la 
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. Como podemos observar en la 
Figura II- 2, se encontró que Mito-SG1, más no Mito-Met en concentraciones 
micromolares, presenta un efecto dosis-dependiente sobre la viabilidad celular a las 
48 horas de tratamiento. 
 
Las líneas celulares de MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (Figura II- 2A), 
correspondientes a TNBC, así como T47D correspondiente a no-TNBC, requieren 
una mayor concentración de Mito-Met para lograr una afectación en la viabilidad 
celular en comparación con las líneas celulares MCF7 correspondientes a no-TNBC 
(Figura II- 2B). El menor IC50 de Mito-Met obtenido fue en la línea celular MCF7 con 
un valor de 114.6 µM, a diferencia con los resultados reportados en cáncer de 
páncreas donde se obtiene un IC50 de 1.1 µM en la línea celular MiaPaCa2 (147).   
 
En el caso del compuesto Mito-SG1,  se observó que tanto en líneas celulares de 
TNBC Figura II- 2C, como en no-TNBC Figura II- 2D, a concentraciones menores a 
3 µM, se obtiene una disminución dosis dependiente de la viabilidad celular con 48 
horas de tratamiento. Con el fin de determinar si el efecto obtenido se debía a las 
propiedades del mito-compuesto y no a efectos individuales de lo los compuestos 
parentales, se procedió a evaluar el efecto sobre la viabilidad celular de los 
compuestos metformina, SG1 y del catión 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 interacción específica 
del catión de TPP, con el alquilo de 10 carbonos y el nitróxido SG1.   
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De acuerdo con las concentraciones de IC50 obtenidas, se elige el mitocompuesto 
Mito-SG1 por su alta citotoxicidad a dosis micromolares (IC50=1.46 a 3.11 µM) en 
comparación con Mito-Met (IC50=114.6 a 2x107 µM), 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 disminución de la viabilidad 
celular es debida a muerte celular y/o por inhibición de la proliferación celular, se 

Figura II- 2 Efecto de Mito-Met y Mito-SG1 sobre la viabilidad celular en cáncer 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 líneas 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. 
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procedió a realizar el ensayo de Sytox green® y el ensayo de inhibición de la 
proliferación celular a 72 horas. 
  

 

 Mito-SG1 genera selectivamente muerte celular en las líneas 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, característica 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 emisión y excitación de 523/504 nm 
respectivamente. El ensayo se realizó en las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-
MB468, MCF7, así como en la línea celular no transformada MCF10A.  
 
Como se puede observar en la Figura II- 4A, en las diferentes líneas celulares 
evaluadas sólo el compuesto Mito-SG1 a una concentración de 3 µM genera muerte 
celular, excepto en la línea sana MCF10A. Los compuestos parentales a la misma 
concentración utilizada con Mito-SG1, no generan muerte celular. En la Figura II- 
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 

Figura II- 3 Evaluación de los compuestos parentales sobre la viabilidad celular en cáncer de seno. 
Porcentajes de la viabilidad celular a las 48 horas de tratamiento con los compuestos parentales metformina,
SG1 y TPP evaluados por el ensayo de MTT en las líneas 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. 
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MCF7 a partir de 3 µM existe diferencia significativa con relación al control. MDA-
MB-468 debido a que presentó un IC50 menor con relación a MCF7 y MDA-MB-231, 
presenta muerte celular desde una concentración menor. Se puede resaltar que las 
líneas celulares TNBC presentaron una mayor muerte celular que MCF7 a la 

concentración de 3 µM. Los anteriores resultados nos indican que Mito-SG1, más 
no sus compuestos parentales SG1 y TPP, inducen muerte celular en las líneas 
celulares no-TNBC y TNBC evaluadas, más no en la línea celular no transformada 
MCF10A.  
 
 

Figura II- 4 Muerte celular evaluada con Sytox green® 
A) Imágenes representativas tomadas usando Sytox green® 
en las líneas celulares MCF10A, MCF7, MDA-MB-468 (MDA-
468) y MDA-MB-231 (MDA-231) a las 48 horas de tratamiento 
a una concentración de 3 µM de los compuestos parentales 
SG1, TPP y de MitoSG1. B) Dosis-respuesta de MitoSG1 en 
las líneas celulares MCF10A, MCF7, MDA-468 y MDA-231 
evaluados con el ensayo de Sytox green®. Las fotos fueron 
tomadas a un aumento de 10X, y se presentan imágenes 
representativas de cada uno de los ensayos realizados. 
Escala de la barra= 200 µM. *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, 
p<0.001 de cada una de las concentraciones evaluadas 
comparadas con el control. 
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Se procedió a evaluar en la línea celular MDA-MB-231 como era el comportamiento 
cinético de la muerte celular en las primeras horas de tratamiento, por medio de la 
cuantificación periódica de la muerte celular usando SYTOX Green® y un lector de 
placas.  
 
Este experimento fue estandarizado basados en la publicación de Grootjans (159), 
donde, dada las características 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 lesión de la membrana citoplasmática permitiendo el 
ingreso del fluorocromo y por ende el aumento de la fluorescencia. 
 

 Mito-SG1 inhibe la proliferación, el crecimiento celular y la migración en 
TNBC y no-TNBC 

 
Los efectos antiproliferativos de Mito-SG1 fueron evaluados mediante la 
observación manual del número de divisiones de las líneas celulares utilizando la 
coloración con azul de tripán. El azul de tripán, 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 formación 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 más. Este ensayo es el método 
de elección para determinar la muerte por inhibición de la reproducción celular 
después de un tratamiento determinado.  
 
Las líneas celulares MCF7 (en representación de las líneas celulares no TNBC) y 
MDA-MB-231 (en representación de las líneas celulares TNBC) fueron observadas 
a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento con Mito-SG1 y su compuesto parental SG1 
a diferentes concentraciones, para determinar el efecto sobre la proliferación celular 
y determinar la concentración ideal que genera inhibición de la proliferación celular. 
En la Figura II- 5 se graficaron las tres más bajas concentraciones de Mito-SG1 que 
lograron significativamente una reducción de la proliferación celular, tanto en la línea 
celular MCF7 (no TNBC), como en MDA-MB-231 (TNBC). Se observa que a 2 µM 
del compuesto, se logra una fuerte inhibición del crecimiento desde las primeras 24 
horas evaluadas, logrando evitar el aumento del número de células que fueron 
sembradas, hasta las 72 horas de evaluación. El compuesto parental SG1, en 
concentraciones equimolares a las trabajadas con Mito-SG1, no genera afectación 
en la proliferación celular de las líneas celulares evaluadas Figura II- 5.  
 
El ensayo de proliferación 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 conservación de la integridad de la membrana, y, por ende, no 
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inclusión del colorante. Adicionalmente algunos compuestos tienen efecto tardío en 
la proliferación celular, por esta razón fue necesario realizar el ensayo de formación 
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 
formación de colonias ha sido reportado desde 1956 (160), siendo considerado el 
método de elección para determinar la afectación de la reproducción celular 
posterior a un tratamiento con radiaciones ionizantes, así como, para determinar la 
efectividad de agentes citotóxicos (151).  
 

Las líneas 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 µM y 10 µM 
diluidas en medio de cultivo. A las 24 horas del tratamiento las placas fueron lavadas 
con PBS y se adicionó medio completo. Se realizó seguimiento visual de 1 a 3 

Figura II- 5 Efectos del tratamiento con MitoSG1 y su compuesto parental SG1, sobre la proliferación
celular. 
La inhibición de la proliferación celular fue evaluada mediante la observación manual del número de divisiones
de las líneas celulares utilizando la coloración con azul de tripán de las líneas 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 concentración contra el conteo 
celular del control correspondiente en el mismo periodo de tiempo, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001.
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semanas, hasta poder detectar la aparición de colonias. Las colonias se 
consideraron como agrupaciones de más de 50 células. Las células fueron fijadas 
y coloreadas con cristal violeta al 0.5% diluido en glutaraldehído al 6%.  
 
En la Figura II- 6 se observa que Mito-SG1, más no el compuesto SG1 afecta la 
habilidad de formación de colonias tanto de las líneas celulares de TNBC, como las 
células no-TNBC. Los IC50 calculados a partir de la cuantificación de la fracción 
superviviente, son correspondientes a los calculados por el ensayo de MTT. Las 
líneas celulares TNBC presentan una IC50 menor del compuesto Mito-SG1, en 
comparación con la línea celular no TNBC MCF7. 
 
Por otra parte, podemos inferir que los efectos presentados en los ensayos 
realizados son atribuibles específicamente 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 acumulación preferencial en la mitocondria. 
 
Para la evaluación de la migración celular se utilizó el ensayo de cierre de herida, 
más conocido como “wound healing assay”. Este ensayo se basa en la observación 
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 moverán 
hacia la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando así la 
herida. El ensayo de cierre de herida abierta, es de bajo costo, fácil de realizar y es 
considerado un método ampliamente aceptado para la medición de la migración 
celular in vitro (161).  
 
Para la realización del ensayo, fue necesario determinar el tiempo necesario para 
el cierre de la herida por cada línea celular, y las concentraciones de Mito-SG1 que 
lograran efectos significativos sobre la migración. Se eligieron las líneas celulares 
MDA-MB-231 y MCF7, para el ensayo, debido a que presentan una mayor velocidad 
de migración que la línea celular MDA-MB-468, siendo representativas de TNBC y 
no-TNBC. Para el análisis de las imágenes accedimos al software libre TScratch 
(CSElab, Zurich, Switzerland), el cual permite calcular el porcentaje del área abierta 
de la imagen (tiempo 0), así como, permite determinar el porcentaje de área de la 
herida abierta en un tiempo determinado (lo que corresponde al porcentaje del área 
abierta de la imagen, que no ha sido ocupada por células en un tiempo 
determinado). 
 
Como podemos observar en la Figura II- 7 Evaluación de los efectos de Mito-SG1 
sobre la migración celular in vitro en MDA-MB-231 y MCF7.Figura II- 7A, en la línea 
celular de TNBC MDA-MB-231 Mito-SG1 a una concentración de 1.5 µM inhibe 
significativamente la migración celular a las 16 horas de seguimiento. A tan solo 16 
horas de seguimiento y a una concentración inferior a la IC50 (3.42 µM), se logra que 
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las células sólo hayan cerrado un 32% de la herida realizada, mientras que el control 
al mismo tiempo ya ha permitido la migración de las células para cubrir el 61% de 
la herida realizada al iniciar el experimento. A las 24 horas de incubación, se logra 
una inhibición significativa de la migración celular a menores concentraciones a las 
observadas, presentando a la concentración de 1 µM un porcentaje de herida 
abierta del 56.39%, comparado con un 18% presentado por el control.  

Figura II- 6 Mito-SG1 inhibe la formación de colonias en las líneas celulares TNBC y no-TNBC. 
La inhibición del crecimiento celular fue evaluada mediante el ensayo de formación de colonias. Derecha: 
imágenes representativas de cada línea celular evaluada. Izquierda, cuantificación y cálculo del IC50 de Mito-
SG1 correspondiente a las imágenes 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 concentración de CO2 del 
5% por 24 horas. Pasado el tiempo de incubación se adicionaron diferentes concentraciones de MitoSG1 y SG1 
que oscilaron entre 0.1 µM y 10 µM diluidas en medio de cultivo. Pasadas 1 a 3 semanas de acuerdo con la 
velocidad de la línea celular para formar colonias visibles, se procedió a fijar con glutaraldehido 6% v/v y a 
colorear con cristal violeta al 0.5% p/v. Los parámetros de adquisición de las imágenes fueron: tiempo de 
exposición 1 sg, configuración de ganancia 1, luz LED epi, color blanco, filtro 5. Cada ensayo se realizó con 
n=3. 
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En el caso de la línea celular MCF7 Figura II- 7B, el seguimiento se realizó a las 30 
horas de realizar la herida en la monocapa, y la concentración de Mito-SG1 
requerida para lograr una inhibición de la migración celular estadísticamente 
significativa fue de 3 µM, muy cercana al IC50 del compuesto (3.84 µM). 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura II- 7 Evaluación de los efectos de Mito-SG1 sobre la migración celular in vitro en MDA-MB-231 y 
MCF7. 
Para la evaluación de la migración celular se utilizó el ensayo de cierre de herida, más conocido como “wound 
healing assay”. Las células fueron sembradas y cultivas hasta formar una monocapa, posteriormente se realizó 
la herida con punta de pipeta de 200 µL, 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 migración se hicieron las capturas 
de imagenes respectivas.  A) MDA-MB-231 Imágenes de contraste de fase (derecha) y cuantificación 
(Izquierda). B) MCF7 Imágenes de contraste de fase (derecha) y cuantificación (Izquierda). Las fotos fueron 
tomadas a un aumento de 10X, y se presentan imágenes representativas de cada uno de los ensayos 
realizados.  Escala de la barra= 200 µM. *, p<0.05, **, p<0.01 de cada una de las concentraciones evaluadas 
comparadas con el control (0), con n=3. Las imágenes fueron analizadas con el software libre TScratch (CSElab, 
Zurich, Switzerland). 



 
95 

 
 

 OBJETIVO ESPECIFICO 2 
 
 
Determinar los efectos apoptóticos de Mito-SG1 en las líneas 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 cáncer, es promover la muerte 
de las células malignas sin causar daño a las células sanas. Para no causar daño 
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 cáncer se busca promover la 
apoptosis, una alta tasa de apoptosis retrasaría el crecimiento del tumor en tejidos 
con altas tasas mitóticas (162).  Las células tumorales pueden suprimir la apoptosis 
por una serie de mecanismos moleculares y de esta manera adquirir resistencia a 
los agentes apoptóticos, por ejemplo, mediante la expresión de proteínas anti-
apoptóticas tales como Bcl-2 o por la regulación negativa o mutación de proteínas 
pro-apoptóticas tales como BAX. Es por esta razón, que el desarrollo de fármacos 
dirigidos a la mitocondria que puedan inducir apoptosis en las células tumorales es 
un verdadero reto. 
 
Para determinar si el compuesto Mito-SG1 producía muerte celular promoviendo la 
apoptosis, y si dicha apoptosis era generada desde la mitocondria, se evalúo en 
primera instancia los cambios morfológicos nucleares por medio de la tinción con 
DAPI y observación por microscopía de fluorescencia. Dado que la evaluación de 
apoptosis incluye no sólo los cambios nucleares, sino también la afectación de la 
membrana plasmática se determinó si Mito-SG1 producía la translocación de la 
fosfatidil-serina de la cara interna a la cara externa de la membrana por medio del 
ensayo de anexina V por citometría de flujo.  Entendiendo que muchos de los 
cambios observados en las células pueden presentarse en apoptosis y necrosis, la 
determinación de la activación de caspasas 3/7, es fundamental para diferenciar 
entre esto dos mecanismos de muerte.  Y, por último, con el fin de definir si la 
apoptosis es por la vía intrínseca o extrínseca se procedió a evaluar si Mito-SG1 
generaba liberación de citocromo C al citosol, por medio de la técnica de western 
blot. 
 

 Evaluación de los cambios morfológicos del núcleo producidos por 
Mito-SG1 en TNBC y no-TNBC 

 
Las células sanas muestran una coloración difusa del núcleo. En las células 
lesionadas el tipo de morfología celular observada depende tanto del tipo célula 
como del compuesto a evaluar, pero generalmente confluye en tres tipos de 
patrones de células apoptóticas: 1) Condensación de la cromatina: marginación de 
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la cromatina sin condensación nuclear; 2) Fragmentación nuclear: lo que 
corresponde a una marginación de la cromatina con condensación nuclear; y 3) 
Condensación nuclear: disminución de tamaño del núcleo sin marginación de la 
cromatina.   
 
Para determinar el porcentaje de células apoptóticas se procedió en primera 
instancia a calcular con el software software NIS Elements AR Advanced Research) 
3.2 (Nikon) la media de: área, circularidad, factor de forma (FF), intensidad media 
de fluorescencia (IMF) y variación de la intensidad de fluorescencia (VIMF) de las 
células control. Para determinar los factores que se utilizarían para calcular el 
número de células con alteraciones morfológicas indicativas de apoptosis se 
procedió a realizar el mismo ensayo con diferentes concentraciones de 
estausporina y determinar que valores eran indicativos de cada uno de los tipos de 
cambios morfológicos Figura II- 8.  
 
 

Cada valor numérico obtenido por el software para los parámetros a evaluar fue 
convertido a un código binario, tal como se puede apreciar en la Tabla II- 1, lo que 
permitió asignar un código a cada cambio morfológico, partiendo de criterios 
previamente reportados (163-165) Tabla II- 1. 

Figura II- 8 Metodología de análisis aplicada a la cuantificación de cambios morfológicos nucleares. 
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De esta forma, cada combinación obtenida del código binario tenía como máximo 5 
dígitos y como mínimo 1, que se obtenían de acuerdo con los factores asignados a 
cada parámetro según Tabla II- 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dependiendo del cambio morfológico aplican ciertos criterios, en el caso de 
condensación de la cromatina, no debia haber una reducción del área del núcleo 
menor al 50% de la media de los núcleos del control cuantificados previamente, así 
todos los núcleos que tenía un área mayor a la media del control, tenían un código 
que empezaba en 10.000 y podían corresponder a núcleos normales o núcleos con 
condensación de la cromatina.  
 
La condensación de cromatina también se determinaba por cambios en la IMF o de 
la VIMF, dada por zonas que adquieren una mayor coloración de DAPI con o sin 
cambios en la circularidad o factor de forma. En el caso de fragmentación nuclear, 
debía existir una reducción del área 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 condensación nuclear, se podia clasificar por el mantenimiento de la 
circularidad y/o FF con pérdida del 50% del área del núcleo, con o sin aumento de 
a IMF o VIMF Tabla II- 3. 
 
 
 
 
 

Tabla II- 2 Factores de codificación por cada línea celular. 

Tabla II- 1 Ejemplo de codificación por asignación de código binario. 

FF, Factor de forma. IMF, Intensidad media de fluorescencia. VIMF, Variación de la intensidad media de
fluorescencia. 
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Por último, se cuantificaron el total de núcleos con cambios morfológicos (mínimo 
200 núcleos para el control y 100 núcleos para cada una de las concentraciones 
evaluadas), representando el total de células apoptóticas como el porcentaje de 
núcleos con cambios morfológicos del total de núcleos evaluados. Así como, la 
distribución de los cambios detectados del total de las células clasificadas como 
indicativas de apoptosis. 
 
En la Figura II- 9 podemos observar que Mito-SG1 induce cambios morfológicos 
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 imágenes 
representativas de cada una de las concentraciones utilizadas, así como al lado 
derecho vemos la cuantificación del porcentaje de células apoptóticas. Las líneas 
celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-231 (TNBC), presentaron aumento 
estadísticamente significativo de apoptosis a concentraciones de 1 µM y 1.5 µM 
respectivamente. En MDA-MB-468 se observó un 26% y 40% de células apoptóticas 
a concentraciones de 1 µM y 1.5 µM de Mito-SG1 respectivamente. La línea celular 
MDA-MB-231 presentó un 39% y 48% de células apoptóticas a concentraciones de 
1.5 µM y 2 µM de Mito-SG1 respectivamente. En el caso de la línea celular MCF7, 
las concentraciones que reflejaron un aumento en la apoptosis fueron de 3 µM y 1.5 
µM, con un porcentaje de núcleos afectados del 30% y 55% respectivamente. 
 
Al clasificar los tipos de cambios morfológicos predominantes se observó la 
condensación de la cromatina en todas las líneas celulares evaluadas, sin embargo, 
se observó solamente en MDA-MB-468 que al aumentar la concentración de Mito-
SG1 el cambio morfológico predominante paso de condensación de la cromatina a 
condensación nuclear. Por ende, se puede concluir que los cambios morfológicos 
dependen de las líneas celulares, de los compuestos y concentraciones evaluados, 
y del tiempo elegido para seguimiento. 

Tabla II- 3 Asignación de códigos por tipo de cambio
morfológico nuclear 



 
99 

 

 Mito-SG1 induce traslocación 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 población. La apoptosis se 
distingue de la necrosis, o de la muerte accidental, por las características 
morfológicas y cambios bioquímicos. En células normales la fostatidilserina (FS), se 
encuentra localizada en la superficie citoplasmática de la membrana celular. Sin 
embargo, en las células apoptóticas, la FS es traslocada desde la cara interna de la 
membrana plasmática, hacia la cara externa, exponiendo así 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 macrófagos reconocen a los 
leucocitos apoptóticos y de esta forma son fagocitados. El anticoagulante, anexina 

Figura II- 9 Mito-SG1 genera alteraciones en la morfología nuclear de TNBC y no –TNBC compatibles 
con apoptosis. 
Para la evaluación de las alteraciones de la morfología nuclear las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de Mito-SG1 de acuerdo a la concentración del IC50 presentado. Las fotos fueron tomadas a 
un aumento de 40X, tiempo de exposición de 8 segundos y una ganancia de 1.20X. Se presentan imágenes 
representativas de cada uno de las concentraciones y líneas celulares evaluadas (Izquierda de la figura). A) 
MDA-MB-468, B) MDA-MB-231 y C) MCF-7. Escala de la barra= 100 µM. Las imágenes fueron analizadas con 
el software NIS Elements AR Advanced Research) 3.2 (Nikon) para calcular el área, la circularidad, el factor de
forma, la intensidad media de fluorescencia y la variación de la intensidad de fluorescencia, los parámetros 
obtenidos fueron clasificados en excel para determinar el porcentaje de apoptosis y tipo de cambio morfológico
(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 n≥3. 
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V, es una proteína de unión a fosfolípidos, dependiente de calcio, y presenta una 
gran afinidad por la FS. Por esta razón, es ampliamente utilizada para diferenciar 
apoptosis temprana de necrosis. 
 
Para evaluar la traslocación de FS, se utilizó un doble marcaje con anexina V y 
colorantes vitales para poder diferenciar las poblaciones de células viables, en 
apoptosis temprana, apoptosis tardía/necrosis, necrosis. Sin embargo, la apoptosis 
tardía no es diferenciable de la necrosis con traslocación de FS, por ende, es 
indispensable experimentos adicionales para confirmar la contribución de una real 
apoptosis en esta población. 
 
En la línea celular MCF7 Figura II- 10, encontramos a las 24 horas de tratamiento 
con Mito-SG1, una disminución dosis dependiente de la viabilidad celular y un 
aumento significativo de la apoptosis temprana y tardía con relación al control, a 
una concentración de 3 µM de Mito-SG1. Por otro lado, también hubo un ligero 
aumento de necrosis, siendo significativo a la concentración de 3 µM de Mito-SG1. 
 

Figura II- 10 Evaluación de la traslocación de fosfatidil serina en la línea celular MCF7. 
La traslocación 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 flúor 488 en un citómetro BDFACS Canto II. A) Se presentan los diagramas de densidad de población,
identificando las poblaciones detectadas (azul, células viables; rojo, células en apoptosis temprana; naranja,
células en apoptosis tardía ó necrosis; y verde, células en necrosis). B) Cuantificación de las poblaciones 
detectadas (viables, doble negativas; apoptosis temprana, positivas para anexina V y negativas para SYTOX
Green; apoptosis tardía/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
concentración evaluada, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con n=3. 
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En el caso de la línea celular MDA-MB-231 (TNBC), a las 24 horas de tratamiento 
pudimos observar una disminución dosis dependiente de Mito-SG1 
correspondientes a los valores calculados para su IC50 por el ensayo de formación 
de colonias y de MTT. Al aumentar la concentración del compuesto se observa 
hasta un 47% de aumento de la apoptosis temprana, con valores mínimos de 
apoptosis tardía o necrosis Figura II- 11.   
 
Cuando se realizó el ensayo en la línea celular MDA-MB-468, se inició con un 
tratamiento a 24 horas como fue presentado para las líneas celulares de MCF7 y 
MDA-MB-468. Sin embargo, a pesar de lograr una disminución de la viabilidad 
celular del 87% a una concentración de 2 µM, también era evidenciable que se 

Figura II- 11 Evaluación de la traslocación de fosfatidil serina en la línea celular MDA-MB-231. 
La traslocación 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 flúor 488 y Ioduro de Propidio (PI, por sus siglas en
inglés Propidium iodide) cuya lectura se realiza en el canal de PE Cy5 en un citómetro BDFACS Canto II. A) Se
presentan los diagramas de densidad de población, identificando las poblaciones detectadas (azul, células 
viables; rojo, células en apoptosis temprana; naranja, células en apoptosis tardía ó necrosis; y verde, células
en necrosis). B) Cuantificación de las poblaciones detectadas (viables, doble negativas; apoptosis temprana,
positivas para anexina V y negativas para PI; apoptosis tardía/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 concentración evaluada, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con 
n=3. 



 
102 

lograba un mayor aumento de la apoptosis tardía/necrosis, que de la misma 
apoptosis temprana Figura II- 12. Quisimos averiguar si, el aumento de la apoptosis 
tardía/necrosis, era un efecto de la concentración utilizada o del tiempo del 
tratamiento, como consecuencia de daño extremo celular que generaba la pérdida 
de la integridad de la membrana celular y, por ende, una señal positiva para PI. Por 
esta razón, se procedió en esta línea celular, a evaluar los efectos a las 12 y 18 
horas de tratamiento 1 y 2 µM de Mito-SG1.  
 
Como podemos observar al disminuir el tiempo de tratamiento se logra una 
disminución de la apoptosis tardía/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 tardía/necrosis, ó de la necrosis.  
 

Figura II- 12 Evaluación de la traslocación de fosfatidil serina en la línea celular MDA-MB-468. 
La traslocación 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 flúor 488 y Ioduro de Propidio (PI, por sus 
siglas en inglés Propidium iodide) cuya lectura se realiza en el canal de PE Cy5 en un citómetro BDFACS Canto
II. A) Se presentan los diagramas de densidad de población, identificando las poblaciones detectadas (azul,
células viables; rojo, células en apoptosis temprana; naranja, células en apoptosis tardía ó necrosis; y verde,
células en necrosis). B) Cuantificación de las poblaciones detectadas (viables, doble negativas; apoptosis
temprana, positivas para anexina V y negativas para PI; apoptosis tardía/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 concentración evaluada en el mismo lapso de tiempo, donde, *, 
p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con n=3. 

Mito-SG1 
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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 líneas celulares de TNBC como no 
TNBC, y que es dependiente del tiempo de tratamiento y la concentración utilizada. 
 
Para diferenciar la apoptosis tardía de la necrosis, se procedió a evaluar la actividad 
de caspasas 3/7 en las líneas celulares de TNBC. 
 

 Mito-SG1 induce activación de caspasas 3/7 en TNBC 
 
Para confirmar el mecanismo de muerte celular estimulado por Mito-SG1 en las 
líneas celulares de TNBC, se procedió a determinar la actividad de las caspasas 3/7 
después de 24 horas de tratamiento, por medio del sustrato Magic Red- Ácido 
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 ácidos, considerados el blanco óptimo para las caspasas 3 y 7). Cuando 
el MR-(DEVD)2 está 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 utililzó un doble 
marcaje, adicionando SYTOX Green para poder identificar 4 poblaciones celulares: 
células viables MR-(DEVD)2(-)/Sytox green(-); Apoptosis temprana MR-
(DEVD)2(+)/Sytox green(-); Apoptosis tardía MR-(DEVD)2(+)/Sytox green(+); y 
Necrosis MR-(DEVD)2(-)/Sytox green(+). 
 
En la línea celular MDA-MB-231 Figura II- 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 traslocación de fosfatidil 
serina. Por otra parte, al aumentar la concentración de Mito-SG1, se disminuye la 
apoptosis temprana y aumenta la apoptosis tardía y la necrosis, evidenciada en el 
daño de la membrana celular.  
 
En el caso de la línea celular MDA-MB-468 Figura II- 13B y D, se observa que 
efectivamente se presenta la activación de caspasas 3/7, sin compromiso de la 
membrana celular, logrando a concentraciones de 1 µM de Mito-SG1 un aumento 
significativo estadísticamente del 27% de apoptosis. A pesar de observar que el 
aumento del porcentaje de población necrótica es estadísticamente 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 estimulación 
de la apoptosis mediada por caspasas, como mecanismo de muerte celular en las 
líneas celulares de MDA-MB-231 y MDA-MB-468.  
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Figura II- 13 Mito-SG1 induce activación de las caspasas 3/7 en TNBC. 
La activación 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- Ácido 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 ácidos, considerados el blanco óptimo para las caspasas 3 y 7). Cuando el MR-
(DEVD)2 está 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 realizó contraste
con SYTOX Green, para la identificación de 4 poblaciones celulares: células Caspasas 3/7neg/SYTOX Greenneg; 
Apoptosis temprana Caspasas 3/7pos/SYTOX Greenneg; Apoptosis tardía Caspasas 3/7posg/SYTOX Greenpos; y 
Necrosis Caspasas 3/7 neg/SYTOX Greenpos. A) Se presentan los diagramas de densidad total, de la línea celular
MDA-MB-231. C) Cuantificación de las poblaciones detectadas (viables, apoptosis temprana, apoptosis tardía
y necrosis. La diferencia significativa fue calculada aplicando el test de Student, comparando el control versus
cada concentración evaluada para la población de interés, donde, *, p<0.05, **, p<0.01 y ***, p<0.001, con n=3.
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 La activación de la vía intrínseca de la apoptosis posiblemente es el 
mecanismo de muerte celular inducido por Mito-SG1 

 
Después de 48 horas de tratamiento con Mito-SG1 se procedió a evaluar la 
liberación de citocromo c al citosol, para determinar si la apoptosis era un evento 
ocurrido por la vía intrínseca, como resultado de afectación de la integridad de la 
membrana mitocondrial. Se presenta a continuación data preliminar, donde se 
evidencia en la línea celular MDA-MB-231 una reducción del 50% del citocromo c 
en la fracción mitocondrial relativa al control y un aumento del 700% del citocromo 
c en la fracción S-100 citosólica Figura II- 14. Lo anterior no lleva a suponer que 
posiblemente Mito-SG1 estimula la traslocación del citocromo c del espacio 
intermembranal mitocondrial al citosol (por activación del poro de transición de 
permeabilidad mitocondrial). El citocromo c se une a la proteína APAF1 para formar 
el apoptosoma en presencia de dATP. El apoptosoma es el responsable de la 
activación de la caspasa iniciadora 9 quien, a su vez, activada las caspasas 
efectoras 3/7, lo que explicaría la activación de las mismas observadas en el ensayo 
de citometría Figura II- 13. 

Figura II- 14  Mito-SG1 estimula la liberación de citocromo c al citosol en MDA-MB-231. 
Ensayo realizado por Western Blot, realizando separación de la fracción mitocondrial y citosólica S100. A)
Fotografía de la membrana. B) Cuantificación de citocromo c en la mitocondria (Izquierda) y fracción S100
(derecha). 
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 OBJETIVO ESPECIFICO 3 
 
 
Examinar los efectos de Mito-SG1 sobre el potencial de membrana 
mitocondrial, el estrés oxidativo y la bioenergética mitocondrial en las líneas 
celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y no-TNBC (MCF7). 
 
Para examinar los efectos de Mito-SG1 sobre la función mitocondrial, se procedió a 
evaluar el potencial de membrana y la generación de ROS mitocondrial. Dado que 
los últimos estudios reportan que los mito-compuestos inhiben la proliferación 
tumoral celular por mecanismos en su mayoría, independientes de su capacidad 
antioxidante (166), los cuales incluyen la modulación de la bioenergética 
mitocondrial (167), fue necesario evaluar de esta forma, el efecto de Mito-SG1 sobre 
la respiración, la glicólisis, y las diferentes fuentes de carbono utilizadas por las 
células para la producción de energía. Se utilizó para esta evaluación la tecnología 
Seahorse Bioscience, que permite el registro en tiempo real de los cambios en la 
tasa de consumo de oxígeno y de la acidificación extracelular en condiciones 
normales y con el uso de inhibidores específicos.  
 

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

 
Únicamente Mito-SG1, más no sus compuestos parentales SG1 y TPP, fueron 
efectivos para generar muerte celular e inhibir la proliferación celular, la habilidad 
de formar colonias, y la migración celular de las líneas celulares de TNBC y no 
TNBC. Debido a que lo anterior implica la existencia de daños a nivel mitocondrial, 
se procedió a evaluar el potencial de membrana mitocondrial mediante la sonda JC-
1 y la generación de superóxido mitocondrial por medio de la sonda MitoSOX®. 
 

 La Disrupción del potencial de membrana es dosis dependiente de la 
concentración de Mito-SG1 

 
Las células fueron tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de Mito-
SG1, y posteriormente fueron expuestas al catión lipofílico citofluorométrico JC1 
(5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil bencimidazolilo carbocianina yoduro). Este 
catión 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 II- 15). La fluorescencia emitida de color rojo 
corresponde a los J-agregados que son formados espontáneamente con la sonda 
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JC-1 en células con alto potencial 
de membrana. La fluorescencia 
verde emitida por los monómeros 
de JC-1, corresponde a la sonda 
que no pudo formar J-agregados, 
debido a un bajo potencial de 
membrana de la mitocondria. Se 
evalúo por microscopía de 
fluorescencia y confirmar por 
citometría de flujo el efecto de Mito-
SG1 sobre el potencial de membrana mitocondrial. 
 
Como podemos observar en la Figura II- 16, Mito-SG1 induce una pérdida dosis-
dependientes del potencial de membrana mitocondrial a 24 horas de tratamiento y 
a concentraciones inferiores a 3 µM, tanto en la línea celular no TNBC MCF7, como 
en las líneas celulares TNBC MDA-MB-468 y MDA-MB-231. Lo anterior es 

Figura II- 15 Esquema del cambio de fluorescencia
detectado con JC-1. 

~590nm 

~529nm 

Figura II- 16 Mito-SG1 genera desporalización de la membrana mitocondrial en TNBC y no TNBC. 
Para la evaluación de los efectos en el potencial de membrana se utilizó la sonda JC-1 en las líneas celulares 
TNBC y no TNBC, posteriores a 24 horas de tratamiento. A) Se presentan imágenes representativas de cada uno
de las concentraciones y líneas celulares evaluadas. B) Se presenta la cuantificación de la pérdida del potencial
de membrana como porcentaje del control. Las fotos fueron tomadas a un aumento de 40X, tiempo de exposición
de 8 segundos y una ganancia de 1.20X. Escala de la barra= 200 µM. Las imágenes 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 citotóxicos observados en el rango de las dosis del 
compuesto evaluadas. Es de destacar que se observa una disminución mayor al 
50% del potencial de membrana del control. 
 
Posteriormente se procedió a verificar los resultados por citometría de flujo 
encontrando correspondencia a los resultados observados por microscopia de 
fluorescencia. Como podemos observar en la Figura II- 17A, que corresponde a las 
imágenes de los diagramas de puntos de densidad, el control presenta un contorno 
en su mayoría dado por la señal de la fluorescencia emitida por los J-agregados. Al 
aumentar la concentración de Mito-SG1 se evidencia en todas las líneas celulares 
el aumento de la fluorescencia verde correspondiente a una despolarización dosis 
dependiente de la concentración del compuesto.  
 
En la Figura II- 17B se observa la cuantificación de la pérdida del potencial de 
membrana, correspondiente a una disminución del radio J-agregados/monómeros 
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 más sensibles a la pérdida del potencial de membrana 

Figura II- 17 Evaluación del efecto de Mito-SG1 sobre el potencial de membrana mitocondrial por 
citometría de flujo en TNBC y no TNBC. 
Para la evaluación de los efectos en el potencial de membrana se utilizó la sonda JC-1 en las líneas 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 
monómeros en el eje X a concentraciones de 1 y 3 µM de Mito-SG1. B) Se presenta la cuantificación de la 
pérdida del potencial de membrana como porcentaje del control. C) Se presenta el histograma de la 
fluorescencia verde (monómeros) del control y la máxima concentración utilizada del compuesto.  La 
significancia estadística 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 línea celular no TNBC MCF7. En 
la Figura II- 17C, se observa el desplazamiento de la población en el histograma al 
aumentar la señal de los monómeros, lo que corresponde al efecto de Mito-SG1 en 
las diferentes líneas celulares, posiblemente por la formación del poro de transición 
mitocondrial.  

 Mito-SG1 genera estrés oxidativo en TNBC y no TNBC, a expensas 
de la producción de superóxido de origen mitocondrial. 

 
Debido a que la pérdida de la integridad mitocondrial es frecuentemente asociada 
con estrés oxidativo, se procedió a determinar si el tratamiento con Mito-SG1 podría 
afectar los niveles de oxidación de la sonda fluorescente redox-sensible MitoSOX® 
Red. MitoSOX® Red, es una sonda fluorogénica selectiva para la detección de 
superóxido mitocondrial, compuesta de un catión de hexil-trifenilfosfonio conjugado 
a hidroetidina (HE), y aunque ambos, tanto el MitoSOX como la HE pueden ser 
oxidados por el superóxido, únicamente MitoSOX puede detectar específicamente 
el superóxido mitocondrial cuando es excitado a una longitud de onda específica 
(155). 
 

Figura II- 18 Detección de superóxido mitocondrial en líneas celulares de TNBC y no TNBC posterior
al tratamiento por 24 horas con Mito-SG1. 
La evaluación de los efectos en el estrés oxidativo se realizó por medio de la detección de la oxidación de la
sonda MitoSOX Red, selectiva para la producción de superóxido mitocondrial. Las líneas celulares fueron
tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de Mito-SG1. A) se presentan imágenes
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 µM. B) Se presenta la
cuantificación de la fluorescencia de MitoSOX Red, del total de concentraciones evaluadas.  La significancia
estadística 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 producción de superóxido en las 
líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7, como lo podemos observar 
en la Figura II- 18. En la Figura II- 18A, se muestran imágenes representativas 
tomadas por microscopia de fluorescencia, donde se puede comparar la detección 
de fluorescencia del control versus la concentración de 3 µM de Mito-SG1. La 
cuantificación de la fluorescencia se grafica en la Figura II- 18B, evidenciando que 
a concentraciones de 3 µM de Mito-SG1, se logra un aumento significativo de la 
producción de superóxido mitocondrial y, por ende, de estrés oxidativo en las líneas 
celulares evaluadas. 
 
Se procedió a realizar la cuantificación y verificación por citometría de flujo de la 
producción de superóxido en las líneas celulares TNBC, MDA-MB-231 y MDA-MB-
468. En este caso, debido a que se detectó una señal de MitoSOX Red no estable 
durante la lectura (determinado por lecturas estadísticamente significativas entre los 

Figura II- 19 Detección de superóxido mitocondrial en la línea celular MDA-MB-231 por citometría de 
flujo. 
La evaluación de los efectos en el estrés oxidativo se realizó por medio de la detección de la oxidación de la
sonda MitoSOX Red, selectiva para la producción de superóxido mitocondrial. Las líneas 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)
Cuantificación.  Total de eventos analizados por muestra 20.000. Data capturada en un citometro FACS Canto
II BD, y analizada con el software infinicity. La significancia estadística 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 finalización de los tubos a evaluar), se decidió implementar la 
fijación con glutaraldehído que permitía estabilizar la señal 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 citometría de flujo en las líneas 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 producción se superóxido mitocondrial. 
 
Debido a recientés resultados observados en cáncer gástrico, donde se demostró 
que el aumento de ROS y la disrupción del potencial de membrana indujo la 
supresión de la fosforilación de ERK y activación de caspasa 3 (196), procedimos a 

Figura II- 20  Detección de superóxido mitocondrial en la línea celular MDA-MB-468 por citometría de 
flujo. 
La evaluación de los efectos en el estrés oxidativo se realizó por medio de la detección de la oxidación de la
sonda MitoSOX Red, selectiva para la producción de superóxido mitocondrial. Las líneas 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)
Cuantificación.  Total de eventos analizados por muestra 20.000. Data capturada en un citometro FACS Canto
II BD, y analizada con el software infinicity. La significancia estadística 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. 

 



 
112 

evaluar en data preliminar el potenial rol de la vía Ras/MEK/ERK en la respuesta 
antitumoral observada. 
 
Como podemos observar en Figura II- 21 (data preliminar), Mito-SG1 genera una 
disminución dosis dependiente de la activación de ERK en la línea celular MDA-MB-
468, consistente con la información publicada el presente año en cáncer gástrico y 
con un estudio presentado de carcinoma medular tiroideo, donde se utilizó Mito-CP 
para inhibir la proliferación celular (58). Los anteriores resultados nos impulsan a 
evaluar el potencial rol de Ras y la vía MAPK (p38, JNK y ERK), en la respuesta 
antitumoral generada por Mito-SG1. 
 

 
 

 Las células que son forzadas a depender de la respiración mitocondrial 
para la producción de ATP son más sensibles a Mito-SG1 

 
Desde 1992, Robinson et al. (168) reportaron que una forma de evaluar los defectos 
en la fosforilación oxidativa consistía en forzar el metabolismo oxidativo cambiando 
la glucosa por galactosa en el medio de cultivo. Aquellas células que tenían 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 producción de ATP, debido a que el proceso de 
producción de glucosa-1-fosfato desde galactosa, es muy lento y obliga a forzar 
FosOx para cubrir las demandas energéticas celulares.  
 
Se procedió a sustituir la glucosa que se encontraba a una concentración de 5.5 
mM por galactosa a 10 mM, en la línea celular MDA-MB-231 por 3 semanas de 
cultivo. Como podemos observar en la Figura II- 22 se logra un aumento significativo 
de la respiración basal, Máxima capacidad respiratoria (MCR); Capacidad de 
reserva (CR); Respiración acoplada (RA). Así como, del radio OCR/ECAR de las 

Figura II- 21 La vía de señalización ERK es afectada por el tratamiento con Mito-SG1 en TNBC. 
Western blot de ERK y p-ERK, en la línea celular MDA-MB-468. A) Fotos de la membrana. B) Cuantificación de
expresión de ERK y p-ERK. C) Radio de activación de ERK. Tratamiento con Mito-SG1 por 48 horas con 
diferentes concentraciones de Mito-SG1 (Data preliminar). 

B C 
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células que crecieron en medio con galactosa en comparación con las que crecieron 
en glucosa. 
 

 
Como podemos observar en la Figura II- 23, debido a la disminución de la 
respiración celular típica de MDA-MB-231, la tasa de crecimiento celular es menor 
cuando el medio es suplementado con galactosa, como única fuente de carbono. 
Lo anterior es estadísticamente significativo a las 72 horas de cultivo celular. Las 
células tratadas con 2 µM de Mito-SG1, tanto las que son suplementadas con 
glucosa, como con galactosa, tienen una inhibición del crecimiento celular en 
comparación con el control respectivo.   
 
A las 72 horas de cultivo también se puede apreciar que la reducción de la 
proliferación 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 reducción de la proliferación entre las 
células tratadas con 2 µM de Mito-SG1 que crecieron en glucosa vs las que 
crecieron con galactosa, es estadísticamente significativa desde las 24 horas del 
cultivo.  
 
Los anteriores resultados nos ratifican la predilección del fenotipo glicolítico de 
TNBC, y nos indican que las células que son forzadas a depender de la respiración 
mitocondrial para la producción de ATP son más sensibles a Mito-SG1. 

Figura II- 22 Aumento de la respiración celular en la línea celular MDA-MB-231 al sustituir la glucosa por
galactosa en el medio de cultivo. 
Evaluación de la respiración celular al sustituir glucosa a 5.5 mM por galactosa a 10 mM, por medio del XF Cell 
Mito Stress Test Kit. MCR, Máxima capacidad respiratoria; CR, Capacidad de reserva; RA, Respiración
acoplada.  
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 Mito-SG1 genera una disminución dosis dependiente del metabolismo 
mitocondrial. 

 
La medición de la respiración celular es una poderosa herramienta para evaluar el 
metabolismo energético dado el acoplamiento entre la síntesis de ATP y el consumo 
de oxígeno durante la FosOx. Para examinar efectivamente la función bioenergética 
usando el equipo XFe24 Extracellular Flux Analyzer, es esencial primero 
caracterizar el tipo de línea celular con respecto a su actividad metabólica baso 
condiciones basales y bajo condiciones de estudio. Lo primero que se recomienda 
es determinar la concentración ideal de células por pozo, que pueden ser analizadas 
manteniendo una correlación lineal entre el número de células y la tasa de consumo 
de oxígeno. Posteriormente es necesario identificar la menor concentración de 
FCCP, que me permite una mayor tasa de consumo de oxígeno. Con esta 
información es posible realizar los experimentos para medir la función respiratoria, 

Figura II- 23 Efecto de Mito-SG1 sobre la proliferación celular de la línea celular MDA-MB-231 que ha 
sido pre-acondicionada a depender de FosOx para la generación de ATP. 
La línea celular MDA-MB-231 fue acondicionada por 20 días en un medio de cultivo donde la glucosa fue 
reemplazada por galactosa a 10mM.  Para la evaluación del efecto de Mito-SG1 sobre la proliferación celular
en presencia de glucosa (5.5mM) o galactosa (10mM) de la línea celular MDA-MB-231, se procedió a realizar 
cultivo de 150.000 células por pozo, en placas de 6 pozos, con tratamiento posterior a las 24 horas de cultivo.
Se realizó observación manual del número de divisiones de las líneas celulares utilizando la coloración con azul
de tripán de las líneas celulares y se compararon los resultados de la línea celular con glucosa vs galactosa. *,
p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001, de cada una de las concentraciones evaluadas comparadas según lo indicado
en la gráfica.  n≥3 de dos experimentos independientes. 
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la glicólisis y el uso de fuentes de carbono por parte de las líneas celulares bajo 
condiciones normales y expuestas a diferentes concentraciones de Mito-SG1. 
 

 Determinación de las condiciones de estudio de las líneas celulares 
MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 

 
Se realizó la titulación de las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7 
Figura II- 24, para determinar el rango de densidad celular que mantuviera una 
correlación lineal adecuada para el OCR y ECAR, que permitiera dentro del rango 
de detección del equipo la comparación entre líneas celulares de los valores de 
OCR y ECAR. La densidad celular óptima puede variar dependiendo de la línea 
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 eligió 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).  

Figura II- 24 Titulación del 
número de células en 
microplaca de cultivo 
XF24 V7. 
Las líneas celulares MDA-
MB-468, MDA-MB-231 y 
MCF7 fueron sembradas a 
diferentes densidades 
celulares para determinar el 
rango de detección lineal del 
equipo que permitiera la 
comparación del OCR o 
ECAR entre diferentes 
líneas celulares. A la 
izquierda se encuentra la 
correlación lineal del OCR 
que mantuvo un coeficiente 
de correlación superior a 
0.96, y a la derecha, la 
correlación lineal del ECAR 
que mantuvo un coeficiente 
de correlación superior a 
0.9. Para todos los 
experimentos n=3. 



 
116 

 
Dado que los diferentes tipos de líneas celulares varían en la respuesta al 
desacoplador FCCP, y teniendo presente que una alta dosis de FCCP, reduce la 
respuesta observada, es necesario determinar empíricamente la dosis de FCCP 
adecuada para los experimentos a realizar. Por ende, se procedió a titular la 
concentración de FCCP que permitiera obtener el máximo consumo de oxígeno en 
cada línea celular, y así determinar las condiciones de los ensayos posteriores. Se 
utilizó un rango de 0.1 µM a 1.5 µM correspondiente a las concentraciones 
reportadas en trabajos previos (169, 170).  
 
La concentración recomendada por el proveedor Seahorse BIoscience para 
oligomicina y antimicina/rotenona es de 1 µM. Como se puede observar en la Figura 
II- 25, la concentración ideal de trabajo del FCCP es de 0.5 µM en las tres líneas 
celulares. Al utilizar concentraciones menores, no se obtiene un máximo de 
consumo de oxígeno, y al utilizar concentraciones mayores, la tasa de consumo de 
oxígeno se ve afectada. 
 

Figura II- 25 Titulación de FCCP en MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MCF7. 
Las líneas 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 utilizó el XF Cell Mito Stress Test Kit para cuantificar la concentración menor de 
FCCP que permitía el máximo consumo de oxígeno. La flecha roja indica el momento en que se realiza la 
inyección del FCCP. La concentración graficada en color rojo representa la máxima de OCR obtenida en la 
titulación del FCCP. Para todos los experimentos n=5. 
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 Mito-SG1 genera una disminución dosis dependiente del consumo de 
oxígeno de las líneas celulares de TNBC, forzando un aumento de la tasa de 
acidificación extracelular posiblemente a expensas de la glicólisis 

 
Para establecer la concentración mínima del compuesto que genera afectación en 
la FosOx, así como determinar que el vehículo del compuesto no es el responsable 
del efecto observado, se realizó una observación del efecto de diferentes 
concentraciones del compuesto y de la máxima concentración del vehículo, sobre 
el OCR y el ECAR de las líneas celulares de TNBC MDA-MB-231 y MDA-MB-468  
(Figura II- 26). 
 
Por ende, un día antes del ensayo las líneas celulares de TNBC fueron sembradas 
en medio de cultivo completo, en microplacas XF V7 del sistema Seahorse 
Bioscience, así como se dejó en hidratación el cartucho calibrador a 37°C sin CO2. 
Posterior a las 24 horas de cultivo, las células fueron lavadas con DMEM libre de 
rojo de fenol y de NaHCO3, y suplementado el día 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 CO2, mientras se carga 
el puerto A del cartucho calibrador con concentraciones seriadas de Mito-SG1. El 
puerto A debe tener una concentración 8X de la concentración final deseada en el 
pozo, por ende, las concentraciones utilizadas de Mito-SG1 fueron: 2.4, 8, 24, 80 y 
240 µM, correspondientes a concentraciones finales en el pozo de: 0.3, 1, 3, 10, 30 
µM. Dado que la solución stock de Mito-SG1 se encuentra a 20 mM al 100% de 
DMSO, se realizó el cálculo para determinar la máxima concentración de DMSO 
presente en el ensayo que correspondió al 0.15%. Por ende, se procedió a cargar 
con 1.2% de DMSO el puerto del cartucho correspondiente a la evaluación del 
vehículo, cuya concentración final en el pozo quedó al 0.15%. 
 
Como podemos observar en la Figura II- 26, el compuesto Mito-SG1 genera 
inmediatamente es expuesto a las células TNBC (flecha roja), una disminución dosis 
dependiente de la tasa de consumo de oxígeno tanto en MDA-MB-468, como en 
MDA-MB-231. Tal como se muestra en la figura, el control y el vehículo no presentan 
afectación del OCR, demostrando que los efectos evidenciados de Mito-SG1 son 
debidos efectivamente por el compuesto y no por el vehículo. Mito-SG1 a 1 µM logra 
una reducción de la tasa de consumo de oxígeno en MDA-MB-231 y MDA-MB-468 
del 27 al 35% a las 3 horas de exposición respectivamente, mientras que a 
concentraciones de 30 µM se logra una reducción del 55 al 60% del OCR 
inmediatamente posterior a la inyección del compuesto.  
 
A la hora de exposición se logra una reducción del 42 al 50% del OCR a una 
concentración de 3 µM de Mito-SG1 en MDA-MB-231 y MDA-MB-468 
respectivamente. 
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Al calcular el IC50 del OCR, es decir, la concentración de Mito-SG1 que logra una 
disminución del 50% del OCR en las líneas celulares, se observó que a mayor 
tiempo de exposición, la concentración que logra la disminución del 50% del OCR 
es menor, es decir, que Mito-SG1 logra una disminución dosis-tiempo dependiente 
del OCR (Figura II- 27). EL IC50 a la media hora posterior a la inyección del 
compuesto es de 9.8 y 10.67 µM, para MDA-MB-468 y MDA-MB-231 
respectivamente, pasadas 3 horas de exposición al compuesto el IC50 disminuye a 
2.80 y 2.42 µM 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 exposición se mantiene constante la afectación del OCR, 

Figura II- 26 Mito-SG1 genera una disminución dosis dependiente de la tasa de consumo de oxígeno en 
TNBC. 
Las líneas celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-231 fueron sembradas a 50.000 células por pozo. La
determinación del consumo de oxígeno se realizó en un analizador XFe24 Seahorse Bioscience por 250
minutos. La flecha roja indica el momento en que se realiza la inyección de Mito-SG1. Para todos los 
experimentos n=3. 
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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 inyección de Mito-SG1 
se pudo realizar una representación bi-dimensional de los cambios en los valores 
de OCR y ECAR en las líneas celulares de TNBC MDA-MB-468 y MDA-MB-231 
tratadas con diferentes concentraciones de Mito-SG1 Figura II- 28. Durante las 
primeras 3 horas de tratamiento se observa una inhibición del OCR y una elevación 
del ECAR. 
 
Sin embargo, con el tiempo, se observa que las líneas celulares de TNBC no logran 
mantener la acidificación extracelular. A mayor concentración del compuesto, así 
como a mayor tiempo de tratamiento, observamos que se mantiene la disminución 
de la respiración celular, pero se inhibe la glicólisis o se agota las reservas de 
glucosa para el mantenimiento energético celular.  
 
Bajo estas condiciones, se puede suponer que el incremento de la glicólisis o de la 
acidificación extracelular, es un mecanismo compensatorio a la afectación de la 
respiración celular, que no es sostenido en el tiempo o a concentraciones mayores 
del compuesto.  

 Mito-SG1 genera afectación de la tasa de consumo basal, la máxima 
capacidad respiratoria, la reserva de la capacidad respiratoria y la respiración 
acoplada en TNBC y no TNBC a concentraciones micromolares. 

 
Las líneas celulares fueron sembradas en medio completo de cultivo, de acuerdo 
con los requerimientos nutricionales específicos, y se evaluaron tres 

Figura II- 27 Mito-SG1 genera una disminución dosis-tiempo dependiente de la tasa de consumo de 
oxígeno en TNBC. 
La concentración de Mito-SG1 que afecta el 50% del OCR fue calculada a partir de la observación del consumo
de oxígeno de las líneas celulares MDA-MB-468 (izquierda) y MDA-MB-231 (derecha), a las 0.5, 1, 2 y 3 horas
posteriores a la exposición del compuesto. Se grafica el IC50 +/- ESM. 
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concentraciones de Mito-SG1 (0.1, 0.3 y 1 µM) por 24 horas en incubación a 37°C 
y en atmósfera de CO2 al 5%.  

Figura II- 28  Mapa bioenergético bi-dimensional del OCR y el ECAR a diferentes concentraciones de
Mito-SG1, durante las primeras 3 horas de la inyección del compuesto. 
Se presenta en el eje Y el porcentaje de la media del OCR registrado en el tiempo con relación al último OCR
registrado antes de la inyección del compuesto. Se presenta en el eje X el porcentaje de la media del ECAR
registrado en el tiempo con relación al último ECAR registrado antes de la inyección del compuesto. Se
presentan los resultados de las líneas celulares MDA-MB-468 (arriba) y MDA-MB-231 (abajo), a las 0.5, 1, 2 y 
3 horas posteriores a la exposición del compuesto. Se grafica el porcentaje de la media del OCR y ECAR +/-
ESM. Para los experimentos n=3. 
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Para la evaluación de la respiración se utilizó XF Cell Mito Stress Test Kit, 
permitiendo la evaluación de 6 parámetros claves: respiración basal, máxima 
capacidad respiratoria, capacidad de reserva respiratoria, fuga de electrones, 
producción de ATP, y respiración no mitocondrial, por medio del uso de inhibidores 
específicos tales como, oligomicina A, carbonilo cianuro 4-(trifluorometoxi) 
fenilhidrazona (FCCP), antimicina A y rotenona Figura II- 29.  
 

La inyección de oligomicina genera una disminución del consumo de oxígeno, el 
cual es debido a la inhibición que el compuesto realiza sobre el complejo V de la 
CTE (ATP sintasa), lo que permite evaluar la respiración mitocondrial que está 
asociada con la producción de ATP, es decir la respiración acoplada. Posteriormente 
la inyección con el FCCP desacopla el consumo de oxígeno de la producción de 
ATP, debido a la formación de un poro de translocación de los protones (protonóforo) 
del espacio intermembranal, generando la pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial.  Como resultado, se pierde la inhibición del flujo de electrones a través 
de la CTE, y el oxígeno es consumido en su máxima capacidad por el complejo IV, 
lo que se conoce como la máxima capacidad respiratoria. 
 
El OCR estimulado por el FCCP puede ser usado para calcular la capacidad de 
reserva respiratoria, definida como la diferencia entre la máxima respiración y la 
respiración basal. Esta capacidad de reserva es la medida de la habilidad de la 
célula para responder a incrementos en la demanda energética. La tercera 
inyección es una mezcla de rotenona, un inhibidor del complejo I, y antimicina A, un 
inhibidor del complejo III. Con esta última inyección se bloquea la respiración 

Figura II- 29 Parámetros de la respiración 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. 
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mitocondrial y se permite el cálculo de la respiración no mitocondrial que es liderada 
por procesos externos a la mitocondria (Tabla II- 4). 
 

 
En la  Figura II- 30 se observan los resultados obtenidos de la respiración celular en 
las líneas 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 disminución de 
la respiración de manera dosis dependiente a la concentración del compuesto 
utilizado. Podemos observar una disminución del consumo basal de oxígeno, así 
como una disminución de la máxima capacidad respiratoria a 1 µM de Mito-SG1 
(línea roja) en las tres líneas celulares, así como de la capacidad de reserva. En la 
gráfica también se observa la disminución de la respiración acoplada, por la 
disminución de la tasa de consumo basal.  
 
Se procede a calcular los parámetros de la respiración celular y determinar si las 
diferencias observadas eran estadísticamente significativas al ser comparadas con 
los valores registrados en el control Figura II- 31. 
 

Tabla II- 4 Ecuaciones para el cálculo de los parámetros a evaluar de la respiración
mitocondrial con XF Cell Mito Stress Test Kit 
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La respiración basal es conocida como la tasa endógena de la respiración, y se 
encuentra conformada principalmente de dos procesos: la respiración usada para 
conducir la síntesis de ATP y la respiración asociada a la fuga de protones. En la 
Figura II- 31A, se puede observar que 1 µM de Mito-SG1 disminuye en más del 50% 
la respiración basal, a las 24 horas de tratamiento, tanto en las líneas celulares de 
TNBC, como no TNBC.  
 
Se procede a evaluar el efecto de Mito-SG1 en la fuga de protones y respiración 
acoplada, observando en la Figura II- 31B y C, que la disminución de la respiración 
basal se debe en un mayor porcentaje a la disminución de la respiración celular 
sensible a oligomicina Figura II- 31C, la cual corresponde a la respiración usada 
para la producción de ATP, conocida también como respiración acoplada.  

Figura II- 30 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-
MB-468 y MCF7 sobre la tasa de consumo de oxígeno. 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 atmósfera sin 
CO2. Se utilizó el XF Cell Mito Stress Test Kit para medir la afectación del compuesto sobre la respiración 
celular. A) MDA-MB-231, B) MDA-MB-468 y C) MCF7. Se grafica la media del OCR normalizado por 
concentración de proteínas +/- ESM versus el tiempo. Para los experimentos n=4. 
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Figura II- 31 Efecto del tratamiento por 24 horas con Mito-SG1 sobre los 6 parámetros principales de la
respiración celular de las líneas celulares TNBC y no TNBC. 
A) Respiración basal, B) Fuga de protones, C) Respiración acoplada, D) Capacidad máxima respiratoria, E)
Capacidad de reserva y F) Respiración 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 protón-motriz generada durante la oxidación de los sustratos no es usada 
exclusivamente para la síntesis 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 respiración se conoce como desacoplada, y es la razón por la que, 
la respiración mitocondrial persiste aún en presencia de oligomicina. Como 
podemos observar en la Figura II- 31B, se observa una disminución en la fuga de 
protones, en todas las líneas celulares evaluadas, siendo correspondiente a 
despolarización de la membrana mitocondrial reportada en el ítem 2.3.1.1 de 
resultados del objetivo 3. 
 
Al evaluar la capacidad máxima respiratoria (CMR), entendida como la máxima 
medida de consumo de oxígeno detectada en situaciones de demanda energética, 
observamos que el compuesto Mito-SG1, reduce del 50 al 25% esta capacidad 
Figura II- 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 respiración 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 
específicamente del tipo de celular. En el caso de la célula tumoral, se esperaría 
que la CMR así 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 glicolítico. Es por esta razón, que el compuesto Mito-SG1 genera la 
inhibición del crecimiento celular, debido a que afecta la generación de ATP celular 
y la glicólisis como mecanismo compensatorio, no es suficiente para abrogar esta 
disrupción generada. Tal como podemos observar en la Figura II- 31E, Mito-SG1 a 
concentración de 1 µM, 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 respiración mitocondrial no es uniformemente 
afectada en las tres líneas celulares, indicándonos que los procesos de respiración 
no debidos a FosOx, responde de manera diferente en las tres líneas celulares 
estudiadas Figura II- 31F. 
 
Analizados los 6 parámetros claves de la respiración celular, se procedió a calcular 
la eficiencia de acoplamiento entendida como la fracción de la respiración basal 
usada para la síntesis de ATP, y a su vez, verificar los efectos de Mito-SG1 sobre la 
misma. En la Figura II- 32A, interesantemente se observa que a pesar de haber 
reducido la respiración acoplada (Figura II- 31) al evaluar la eficiencia del 
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acoplamiento según la Tabla II- 4, en donde se calcula con base a la respiración 
basal, no se disminuye la eficiencia del acoplamiento. La disminución real de la 
respiración sensible a la oligomicina se genera por la reducción de la respiración 
basal, más que por una afectación de la síntesis de ATP. Al determinar la eficiencia 
de la respiración acoplada relativa a la MCR, tampoco se observan diferencias 
estadísticamente significativas Figura II- 32B. 
 
En conjunto la data anterior evidencia el efecto del compuesto Mito-SG1 sobre la 
respiración celular, en las líneas celulares TNBC y no TNBC.  

 

 Mito-SG1 genera un cambio en el fenotipo metabólico de TNBC y 
afectación del índice bioenergético. 

 
Con el fin de entender los efectos causados por Mito-SG1 en el metabolismo 
mitocondrial y la bioenergética celular, se determinó el fenotipo energético celular 
de MDA-MB-231 (Figura II- 33), MDA-MB-468 (Figura II- 34) y MCF7 (Figura II- 35). 
Estas determinaciones nos permiten conocer la estrategia celular elegida para 
mantener la demanda energética celular bajo condiciones basales (específicamente 
en presencia de glucosa, glutamina y piruvato) y de estrés energético 
(específicamente en presencia de compuestos estresores). Por otra parte, el 
potencial metabólico, 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 glicólisis y/o la respiración celular ante 
demanda energética. Por último, se calculó el impacto del tratamiento de Mito-SG1 
sobre el índice bioenergético celular Figura II- 36. 
 
 
 

Figura II- 32 Mito-SG1 no afecta significativamente la eficiencia del acoplamiento. 
A) Eficiencia del acoplamiento. B) Respiración acoplada/MCR  
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 El tratamiento con Mito-SG1 deteriora la habilidad de las células de TNBC 
y no TNBC para responder ante cambios en los requerimientos energéticos 
celulares  

 
Se presenta a continuación 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 metabólico, así como los perfiles de OCR y ECAR en 
condiciones basales y de estrés energético. En los fenotipos energéticos de TNBC 
y no TNBC (Figura II- 33A, Figura II- 34A, Figura II- 35A)  se evidencia que en 

Figura II- 33 Efecto de Mito-SG1 sobre el perfil del fenotipo energético celular de MDA-MB-231. 
Versión esquemática 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 metabólico celular, C) Perfil OCR, D) Perfil ECAR. Se grafica la media normalizada
por concentración de proteínas +/- 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 comparación con su estado basal. Mito-SG1 a una 
concentración de 1 µM, drásticamente genera una disrupción mitocondrial 
afectando la capacidad celular de aumentar su respiración, y conllevando a soportar 
a través de la glicólisis los requerimientos energéticos celulares. 
 
Para entender como las células intentan adaptarse a situaciones de demanda 
energética, se calcularon los cambios relativos en el potencial metabólico de las 
células tratada y no tratadas con Mito-SG1, por medio de la determinación del 
porcentaje del OCR y ECAR bajo estrés energético según las ecuaciones (II.1) y 
(II.2). 
 

ݏéݎݐݏܧ	ܴܥܱ	%  ൌ ை஼ோ	௘௦௧௥é௦

ை஼ோ	௕௔௦௔௟
ൈ 100 (II.1) 

ݏéݎݐݏܧ	ܴܣܥܧ	%   ൌ ா஼஺ோ	௘௦௧௥é௦

ா஼஺ோ	௕௔௦௔௟
ൈ 100 (II.2) 

 
En las dos líneas celulares de TNBC se encontró que Mito-SG1 suprime la habilidad 
celular para responder a los cambios en la demanda energética por inhibición tanto 
de la respiración mitocondrial como de la glicólisis (Figura II- 33B y Figura II- 34B), 
pero únicamente inhibe el potencial metabólico glicolítico de la línea celular no 
TNBC, MCF7 (Figura II- 35B). 
 
Es importante resaltar que estos resultados contribuyen a fortalecer la evidencia de 
que 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 glicolítico para establecer la 
contribución relativa de cada uno, se  observó que Mito-SG1 induce inhibición del 
OCR basal y OCR en estrés energético, afectando el metabolismo mitocondrial en 
todas las líneas celulares evaluadas (Figura II- 33C, Figura II- 34C y Figura II- 35C). 
En el caso del metabolismo glicolítico, se observa que en las células no tratadas 
con Mito-SG1, usualmente reprograman su fenotipo energético, hacia un fenotipo 
glicolítico para suplir la demanda energética celular. En las células  tratadas con 
Mito-SG1, se observa un intento por soportar el daño causado por el compuesto 
aumentando la glicólisis (Figura II- 33D, Figura II- 34D y Figura II- 35D), sin 
embargo, en las líneas celulares de MCF7 y MDA-MB-468, el aumento de la 
glicólisis no es suficiente para sobreponer la célula del daño ocasionado en la 
mitocondria (Figura II- 34D y Figura II- 35D). 
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 Mito-SG1 induce un efecto dosis dependiente en el índice 
bioenergético celular de TNBC y no TNBC. 

 
En publicaciones recientes el Dr Victor Darley Usmar describió un nuevo concepto 
denominado el índice bioenergético IB (171), el cual es una medida dinámica de la 
respuesta celular al estrés energético que contempla el análisis grupal de las 
características más relevantes de la función mitocondrial. En los resultados 
observados hasta ahora, se han realizado determinaciones de parámetros 

Figura II- 34 Efecto de Mito-SG1 sobre el perfil del fenotipo energético celular de MDA-MB-468. 
Versión esquemática 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 metabólico celular, C) Perfil OCR, D) Perfil ECAR. Se grafica la media normalizada
por concentración de proteínas +/- ESM. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. Para los experimentos n=4. 
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específicos basadas en la respuesta celular al estrés energético, sin embargo, cada 
uno de los parámetros de la respiración celular podrían no tener un aparente 
disrupción, pero al analizarlos en conjunto y establecer un peso para cada uno en 
una ecuación, se podrían entender y detectar perturbaciones metabólicas 
tempranas inducidas por Mito-SG1, no identificables cuando se analizan de forma 
individual estos parámetros.  
 
Según la propuesta del Dr Usmar, un bajo índice energético está asociado con baja 
capacidad de reserva, así como, de respiración acoplada, con un aumento de la 

Figura II- 35 Efecto de Mito-SG1 sobre el perfil del fenotipo energético celular de MCF7 
Versión esquemática 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 metabólico celular, C) Perfil OCR, D) Perfil ECAR. Se grafica la media normalizada
por concentración de proteínas +/- ESM. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. Para los experimentos n=4. 
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respiración no mitocondrial y la fuga de protones. Esta propuesta se resume en la 
ecuación (II.3), donde se aprecian aspectos positivos de la función bioenergética 
(capacidad de reserva y respiración acoplada), que contrastan con los aspectos 
potencialmente deletéreos (respiración no mitocondrial y fuga de protones).  

 
El primer término en el numerador es la capacidad de reserva. Cuanto mayor sea 
la capacidad de reserva, más efectivamente pueden las mitocondrias satisfacer 
tanto las necesidades de ATP celular, como los aumentos en la demanda 
energética, y estrés iónico o metabólico.   
 
El segundo término en el numerador es la respiración 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 generación de ATP, siendo entonces un término 
negativo.  
 
El último término del denominador es la respiración no mitocondrial. Dependiendo 
del objetivo del cálculo del IB, del tipo celular, y del conocimiento del 
comportamiento energético celular, esta fórmula se puede adaptar y asignar a los 
exponentes a, b, c y d, una ponderación generando que un término tenga un peso 
mayor sobre la ecuación. Para este análisis, se ha asignado para cada exponente 
el valor numérico de 1. 
 
El objetivo del cálculo del índice bioenergético en este trabajo es la comparación de 
los IB´s generados por la exposición a Mito-SG1 versus el grupo control. En general, 
los defectos en la cadena transportadora de electrones generan una disminución en 
el IB debido a la baja capacidad de reserva, disminución de la respiración acoplada 
o incremento de la respiración no acoplada.  
 
Se evidencia gracias al cálculo del IB, tempranas disrupciones del metabolismo 
mitocondrial no detectadas cuando dichos parámetros son analizados 
individualmente. Mito-SG1 a concentraciones de 0.1 y 0.3 µM, afectan el 
metabolismo mitocondrial en MDA-MB-468 y MDA-MB-231 respectivamente (Figura 
II- 36A y B), en comparación con la dosis de 1 µM que logra diferencias significativas 
al evaluar la tasa de consumo basal, la máxima capacidad respiratoria, la reserva 
de la capacidad respiratoria y la respiración acoplada, como parámetros de análisis 
individuales. 

 
 

ܤܫ  ൌ ݃݋݈
ሺ஼௔௣௔௖௜ௗ௔ௗ	ௗ௘	௥௘௦௘௥௩௔ሻೌൈሺோ௘௦௣௜௥௔௖௜ó௡	௔௖௢௣௟௔ௗ௔ሻ್

ሺோ௘௦௣௜௥௔௖௜ó௡	௡௢	௠௜௧௢௖௢௡ௗ௥௜௔௟ሻ೎ൈሺி௨௚௔	ௗ௘	௣௥௢௧௢௡௘௦ሻ೏
 (II.3) 
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 Glicólisis como mecanismo compensatorio de la disfunción 
mitocondrial ocasionada por Mito-SG1 en las líneas celulares de TNBC 
y no TNBC. 

 
La glicólisis es de vital importancia en el metabolismo de las células tumorales, al 
igual que en células normales en estado proliferante, los intermediarios glicolíticos 
son requeridos para la biosíntesis de nucleótidos, lípidos y amino ácidos. Unas 
décadas atrás, se pensó que el aumento de la glicólisis se debía a un mecanismo 
energético compensatorio a una disfunción mitocondrial, lo cual fue puesto en duda 
debido a que se demostró que solo casos específicos de células tumorales tienen 
realmente una afectación en la respiración celular. En este estudio, demostramos 
que cuando la línea celular MDA-MB-231 era cultivada en medio sin glucosa y 
suplementado con galactosa, la mitocondria respondía a la demanda energética 
aumentando su máxima capacidad respiratoria, sin embargo, a expensas de una 
disminución en la proliferación Figura II- 23. Debido a que Mito-SG1 genera una 
disfunción mitocondrial, así como aumento de la tasa de acidificación extracelular, 

Figura II- 36 Mito-SG1 inhibe de forma dosis dependiente el índice bioenergético celular. 
El índice bioenergético fue calculado a partir de la data obtenida en la evaluación de la respiración celular. N=3,
donde *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. 
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se podría suponer que la glicólisis podría ser un mecanismo compensatorio al déficit 
energético ocasionado por Mito-SG1.  
 
Con el objeto de evaluar los efectos de Mito-SG1 en la glicólisis, se procedió a 
utilizar el XF Cell Glycolysis Stress Test Kit de Seahorse Bioscience, la función 
glicolítica en las células, se determina por la medición directa del ECAR. Este kit 
provee un método estándar para evaluar parámetros claves en el flujo glicolítico 
tales como: glicólisis, capacidad glicolítica, reserva glicolítica, así como, 
acidificación no glicolítica Figura II- 37. 
 
Las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7, fueron sembradas en 
medio completo de cultivo, de acuerdo con los requerimientos nutricionales 
específicos, posteriormente se adicionaron tres concentraciones de Mito-SG1 (0.1, 
0.3 y 1 µM) por 24 horas en incubación a 37°C y en atmósfera de CO2 al 5%. Para 
iniciar el ensayo, las células son lavadas con medio de DMEM libre de glucosa y 
piruvato, y se dejan en incubación sin CO2 por 1 hora. Los puertos del cartucho 
calibrador son cargados con glucosa 10mM, Oligomicina 1 µM, y 2DG de 50 mM a 
100 mM (dependiendo de la línea celular). 

La Figura II- 38 muestra la tasa de acidificación glicolítica 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 acidificación extracelular versus 

Figura II- 37 Parámetros de la glicólisis, 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. 
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el tiempo, y al lado derecho de la figura se presentan los parámetros claves de la 
glicólisis, cuyo cálculo se detalla en la Tabla II- 5. 
 

 
 
Tal como lo habíamos observados en el análisis de la respiración celular, Mito-SG1 
genera un aumento de la ECAR a una concentración de 1 µM, tanto en las líneas 
celulares de TNBC, como en no TNBC. La glicólisis se ve aumentada de forma dosis 
dependiente según la concentración de Mito-SG1 usada.  
 
En el caso de MDA-MB-231 se observa una disminución dosis dependiente de la 
capacidad glicolítica y de la reserva glicolítica, siendo estadísticamente significativa 
a concentraciones de 0.3 y 1 µM respectivamente. En el caso de la línea celular 
MDA-MB-468, se observa una diferencia estadísticamente significativa en la función 
glicolítica desde concentraciones de 0.3 µM, logrando doblar la glicólisis a una 
concentración de 1 µM de Mito-SG1. La reserva glicolítica se ve disminuida al igual 
que, en los resultados presentados de la línea celular MDA-MB-231. En la línea 
celular MCF7, ocurre un efecto opuesto en la capacidad glicolítica, la cual aumenta 
de forma dosis dependiente de Mito-SG1 y es estadísticamente significativa para 
de 0.3 y 1 µM de mito-SG1. La afectación en la reserva glicolítica es similar a la 
observada para las líneas celulares de TNBC. 
 
Procedimos a realizar una evaluación del radio OCR/ECAR basal Figura II- 39, bajo 
exposición a 10mM de glucosa; posterior a la inyección de oligomicina; y posterior 
a la inyección de 2DG. Según lo que esperábamos, la exposición a 1 µM de Mito-
SG1 en condiciones basales y en medio sin glucosa y piruvato, presenta una 
disminución del OCR en comparación con el control, y no se observa aumento de 
la ECAR, debido a la ausencia de glucosa y piruvato en el medio. 
 

Tabla II- 5 Ecuaciones para el cálculo de los parámetros a evaluar de la glicólsisi
con XF Cell Glycolysis Stress Test 
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Al inyectar 10 mM de glucosa, se observa un incremento en la glicólisis, más 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 aún más la glicólisis. El 
comportamiento del control nos demuestra, que al inhibir la respiración celular las 

Figura II- 38 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en la función glicolítica de las líneas 
celulares TNBC y no TNBC. 
La línea celular MDA-MB-231 (A), MDA-MB-468 (B) y MCF7 (C) fueron tratada por 24 horas con diferentes 
concentraciones de Mito-SG1. Se utilizó el XF Cell Glycolysis Stress Test para evaluar la función glicolítica, 
capacidad glicolítica y reserva glicolítica de las células control versus diferentes concentraciones de Mito-SG1. 
A la derecha se observa el comportamiento en la tasa de acidificación extracelular versus el tiempo, donde las 
líneas continuas representan las inyecciónes de glucosa, oligoomicina y 2DG. A la izquierda se presenta la 
media normalizada por concentración de proteínas +/- ESM de cada una de las características evaluadas. Para 
los experimentos n≥3.  *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. 
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células utilizan la glicólisis como mecanismo compensatorio, ante el déficit de 
respiración celular prácticamente generando un mismo radio OCR/ECAR que las 

Figura II- 39 Comportamiento del radio OCR/ECAR durante la evaluación de la glicólisis. 
Representación bidimensional del radio OCR/ECAR durante las distintas etapas del XF Cell Glycolysis Stress
Test. A) Esquema de diagramación, donde cada punto representa el estadio basal, aumento de la glicólisis por
la inyección de glucosa; inhibición de la fosforilación oxidativa (FosOx) debida a la inyección con oligomicina, y
por último, la inhibición de la glicólisis por el uso de 2DG. Se grafican las líneas celulares MCF7 (B), MDA-MB-
231 (C) y en MDA-MB-468 (D). 
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células tratadas con Mito-SG1. Al inhibir la glicólisis con 2DG, y debido a que la 
respiración 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 respiración celular y estimula el uso 
de la glicólisis para soportar la demanda energética, sin embargo, como lo podemos 
observar en la Figura II- 38, la reserva glicolítica no es suficiente para contra-restar 
los efectos citotóxicos ocasionados por el compuesto conllevando la activación de 
la apoptosis y muerte celular (Figura II- 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13 y 14).  
 

 Evaluación de la distribución del uso de las principales fuentes de 
carbono, bajo el tratamiento con Mito-SG1. 

 
Para la evaluación de cómo se redistribuyen las principales fuentes de carbono bajo 
el tratamiento con Mito-SG1, se utilizó el XF Mito Fuel Flex Test Kit. La mayor 
cantidad de energía producida por las células es derivada a partir de tres 
combustibles o fuentes de carbono: glucosa, glutamina y ácidos grasos. La 
dependencia y flexibilidad para usar cada una de estas fuentes de carbono, se 
puede evaluar al medir la disminución en el OCR por la inhibición de cada fuente. 
Es relevante determinar si la disminución en la respiración celular debida al 
tratamiento con Mito-SG1, se correlaciona con la disminución o aumento de la 
dependencia de una fuente de carbono específica, o a una afectación directa sobre 
los complejos mitocondriales. En este proyecto se evaluó la afectación del 
tratamiento de Mito-SG1 sobre la dependencia, capacidad y flexibilidad de glucosa, 
glutamina y ácidos grasos; sin embargo, no se determinó el efecto de Mito-SG1 
sobre los complejos mitocondriales, por temas presupuestales. 
 
Se procedió a evaluar las dos líneas celulares de TNBC MDA-MB-231 (Figura II- 
40) y MDA-MB-468 (Figura II- 41), debido a la disponibilidad de los recursos no fue 
viable realizar este ensayo en la línea 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 µM. 
 
Los tres inhibidores utilizados fueron: UK5099, BPTES y Etomoxir. El UK5099 es un 
inhibidor de la vía de oxidación de la glucosa, dado que bloquea el transportador 
del piruvato a la mitocondria; El BPTES, es un inhibidor de la oxidación de la 
glutamina, dado que actúa 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 ácido tricarboxílico; el 
Etomoxir, es un inhibidor de la vía de oxidación de los ácidos grasos de larga 
cadena, dado que inhibe la palmitoil-carnitina transferasa 1A, la cual es clave para 
la translocación de los ácidos grasos de larga cadena desde el citosol a la 
mitocondria para la beta-oxidación.  
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Se presenta en la Figura II- 40 los resultados de la evaluación 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 ácidos 
grasos (36%), para mantener la respiración celular y, por ende, la producción de 
ATP, en comparación con la dependencia observada de glutamina (6%). La 
flexibilidad para aumentar la oxidación de los ácidos grasos (63%) y de la glutamina 

Figura II- 40 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en la contribución a la tasa de consumo 
de oxígeno de las principales fuentes de carbono en la línea celular MDA-MB-231. 
La línea celular MDA-MB-231 fue tratada a una concentración de 1 µM de Mito-SG1 por 24 horas. Se utilizó el 
XF Mito Fuel Flex Test para evaluar la contribución en el mantenimiento de la tasa de consumo de oxígeno, de 
la oxidación de las principales fuentes de carbono: glucosa (A), glutamina (B) y ácidos grasos (C). En la primera 
fila se observa la cuantificación 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 oxígeno a medida que se 
inyectaban los correspondientes inhibidores. En la segunda y tercera fila, se observa el comportamiento en la 
tasa de consumo de oxígeno de las células control y las tratadas con Mito-SG1, versus el tiempo; donde las 
líneas discontinuas y continuas, representan la primera y segunda inyección de los inhibidores 
respectivamente. Para la determinación de la dependencia, la primera inyección corresponde a la inhibición de 
la vía que se evalúa, y la segunda inyección corresponde a la inhibición de las dos vías no evaluadas. Se 
presenta la media normalizada por concentración de proteínas +/- 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 respiración celular con la 
oxidación de ácidos 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 ácidos grasos (Figura II- 40C), como fuentes de carbono para la respiración 

Figura II- 41 Efecto de 24 horas de tratamiento con Mito-SG1 en la contribución a la tasa de consumo 
de oxígeno de las principales fuentes de carbono en la línea celular MDA-MB-468. 
La línea celular MDA-MB-468 fue tratada a una concentración de 1 µM de Mito-SG1 por 24 horas. Se utilizó el 
XF Mito Fuel Flex Test para evaluar la contribución en el mantenimiento de la tasa de consumo de oxígeno, de 
la oxidación de las principales fuentes de carbono: glucosa (A), glutamina (B) y ácidos grasos (C). En la primera 
fila se observa la cuantificación 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 oxígeno a medida que se 
inyectaban los correspondientes inhibidores. En la segunda y tercera fila, se observa el comportamiento en la 
tasa de consumo de oxígeno de las células control y las tratadas con Mito-SG1, versus el tiempo; donde las 
líneas discontinuas y continuas, representan la primera y segunda inyección de los inhibidores 
respectivamente. Para la determinación de la dependencia, la primera inyección corresponde a la inhibición de 
la vía que se evalúa, y la segunda inyección corresponde a la inhibición de las dos vías no evaluadas. Se 
presenta la media normalizada por concentración de proteínas +/- ESM. Para los experimentos n≥4.  *, 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 comparación con las 
células sin tratamiento.     
 
En el caso de la línea celular MDA-MB-468 Figura II- 41, observamos que existe 
una mayor dependencia de la glucosa (37), siendo nula la dependencia de la 
oxidación de la glutamina y los ácidos grasos. Adicionalmente se observa que la 
glucosa, así como la glutamina y los ácidos grasos, presentan tanto capacidad y 
flexibilidad similar, sin predominio específico sobre una vía. 
 
En el caso del tratamiento con Mito-SG1, se observa que las células aumentan 
dramáticamente la dependencia por la oxidación de los ácidos grasos para el 
soporte de la respiración celular en comparación 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 vías alternas son inhibidas; así como, la habilidad de 
incrementar la oxidación de las tres principales fuentes de carbono, en orden de 
compensar dicha inhibición.  
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 OBJETIVO ESPECIFICO 4 
 
 
Valorar los efectos sinérgicos o aditivos, de Mito-SG1 con doxorrubicina y 2-
DG en líneas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y MDA-MB-468). 
 
En la actualidad los tratamientos utilizados para cáncer de seno triple negativo son 
altamente tóxicos y carecen de selectividad, generando efectos colaterales que 
comprometen la calidad de vida, así como, la tasa de supervivencia de los 
pacientes. Mito-SG1, además de ser un compuesto selectivo, podría utilizarse 
simultáneamente con las terapias actualmente aprobadas para TNBC (como 
doxorrubicina), con el objeto de: potencializar los efectos citotóxicos 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 bioquímicas en el metabolismo de las 
células tumorales y las normales (172). Se han estudiados diversos agentes que 
inhiben la glicólisis en sistemas celulares y en modelos animales con resultados 
positivos; sin embargo, son pocos los resultados similares en humanos, la mayoría 
debido a los efectos adversos a la dosis-límite utilizada (173). Uno de los 
compuestos anti-glicolíticos más frecuentemente utilizados es el compuesto 2-
deoxy-D-glucosa (2-DG), el cual es fosforilado por las hexokinasas y 
subsecuentemente inhibe la síntesis de ATP por la vía glicolítica. No obstante, 
debido a la alta concentración de 2DG donde logra la inhibición de la producción del 
ATP (~20 mmol/L), la eficacia del tratamiento se ha visto limitada por la toxicidad 
sistémica presentada en los ensayos clínicos 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, así 
como, con el agente glicolítico 2DG, se procedió a determinar el tipo de interacción 
presente entre los compuestos, por medio del ensayo de MTT y basados en el 
método Chou-Talalay (158). El método de Chou-Talalay para la evaluación de 
combinación de drogas, está basado en la ecuación de efecto-medio derivada del 
principio de ley de acción de masas. El índice de combinación resultante (CI, por 
sus siglas en inglés Combination Index) del teorema de Chou-Talalay ofrece una 
definición cuantitativa para efecto aditivo (CI=1), sinergismo (CI<1) y antagonismo 
(CI>1) en combinaciones de drogas. El detalle de la ecuación para el cálculo del CI 
se puede observar en ítem 1.5.4 de la metodología (Capítulo I).  
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Según Chou (176), en los estudios in vitro, el método de evaluación debería 
contemplar tanto el isobolograma, como el cálculo del CI y el índice de reducción 
de dosis (IRD). Los tres parámetros se pueden obtener con del software de análisis 
Calcusyn (156, 157), a partir de la curva dosis respuesta. El isobolograma es un 
gráfico que presenta las combinaciones equipotentes de varias dosis, de dos 
drogas. Ilustra de manera semicuantitativa el efecto aditivo, sinergismo, o 
antagonismo a diferentes dosis.  
 
En la Figura II- 42 se observa un isobolograma clásico, utilizado cuando los radios 
de las drogas usadas son constantes, como es el caso del presente estudio. En el 
eje Y se grafica el IC50, IC75 e IC90 de la droga D1; y en el eje X los correspondientes 
de la droga D2. Se traza la isobola, que corresponde a la línea recta entre las 
correspondientes dosis de cada una de las drogas a evaluar. Si el IC de la 
combinación de las drogas D1+D2 cae sobre la hipotenusa trazada, se considera 
que la interacción es de tipo efecto aditivo; si cae por debajo, se considera 
sinergismo; si cae por encima, antagonismo (176).  

 
Para la interpretación del CI, nos basaremos en la Tabla II- 6 establecida por Chou 
y Talalay, en la que se identifica de acuerdo con el valor obtenido del CI, el tipo de 
interacción encontrada (desde sinergismo muy fuerte hasta antagonismo muy 
fuerte).  
 
El CI es un buen factor para determinar si realmente existe sinergismo, ya que 
contempla no sólo la potencia conocida como la dosis media efectiva (Dm), sino 
también la pendiente (m) y el coeficiente de correlación (r). Una pendiente igual a 1 
significa que, la curva tiene una forma hiperbólica, tal como los sistemas cinéticos 
siguiendo el comportamiento de la ecuación de Michaelis Menten (modelo típico del 

Figura II- 42 Isobolograma clásico para IC50, IC75 e IC90 e interpretación. 
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”. 
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comportamiento enzimático);  m>1, corresponde a una curva de tipo sigmoidal, 
donde pequeños cambios pueden generar efectos mayores, evidenciando 
cooperativismo en la interacción (cinética no Michaeliana, ejemplo: cinética 
oxígeno-hemoglobina); m<1, una curva sigmoidal aplanada, donde el cooperatismo 
es negativo, como en los sistemas cinéticos alóstericos. El coeficiente de 
correlación nos determina que tanto la data obtenida es conforme con el principio 
de la ley de acción 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 combinación sinérgica, para lograr un efecto determinado, 
comparada con la dosis de cada droga individualmente (176). El IRD se puede 
determinar para una dosis efectiva específica como: IC50, IC75 e IC90. Un IRD>1, es 
benéfico, pero no necesariamente significa la existencia de sinergia. Valores altos 
del IRD indican una gran reducción de la dosis, que logra el efecto terapéutico 
deseado, minimizando los efectos individuales del uso de altas dosis de los 
compuestos individuales.  
 

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

 
Para una correcta 
evaluación de la 
interacción entre dos 
compuestos, es 
necesario determinar la 
curva dosis respuesta 
de los compuestos 
individuales D1 y D2, así 
como, de la 
combinación de D1+D2, 
preferiblemente con un 
radio constante entre 
los mismos. Para la 
evaluación de la 
interacción entre Mito-
SG1 y doxorrubicina, se 
utilizaron 
concentraciones 
equimolares, debido a 
lo observado en las 
curvas de dosis-
respuesta individuales.  

Tabla II- 6 Descripción de sinergismo o antagonismo en estudios de 
combinación de drogas analizados con el método de índice de 
combinación. 

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”. 
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Como podemos apreciar en la Figura II- 43, se presentan las curvas dosis respuesta 
de los compuestos Mito-SG1 y doxorrubicina en las líneas celulares MDA-MB-231 
(A) y MDA-MB-468 (B) respectivamente. Tal como se observó en el primer objetivo, 
MDA-MB-468 es más sensible al compuesto Mito-SG1 (IC50=1.36 µM) versus MDA-
MB-231 (IC50=3.22 µM); así como con el compuesto doxorrubicina. Según la curva 
de dosis respuesta, se observa que en las dos líneas celulares la combinación 
equimolar logra disminuir el IC50 tanto de Mito-SG1, como de doxorrubicina.  
 

Los isobologramas en la Figura II- 43 nos presentan, el tipo de interacción entre 
Mito-SG1 y doxorrubicina de acuerdo con el IC50, IC75 e IC90. Observamos que en 
la línea celular MDA-MB-231 se presenta un efecto aditivo para IC50 e IC75, y 
antagónico a un IC90 (Figura II- 43C). En el caso de MDA-MB-468 se observa que 
el punto de convergencia de los compuestos en combinación equimolar cae debajo 
de la hipotenusa en cada una de dosis efectivas evaluadas IC50, IC75 e IC90, 
determinando sinergismo entre Mito-SG1 y doxorrubicina. 
 
Al observar el índice de combinación para cada dosis efectiva evaluada, se aprecia 
una buena correspondencia con los isobologramas, donde se encuentra para MDA-

Figura II- 43 Curva dosis respuesta e isobolograma de la interacción de Mito-SG1 con Doxorrubicina. 
Las líneas 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 
IC50´s. En la parte inferior se observan los isobologramas para IC50, IC75 e IC90 para cada línea celular MDA-
MB-231 (C) y MDA-MB-468 (D), así como una ampliación del isobolograma correspondiente al IC50.       
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MB-231 (Tabla II- 7) a dosis IC50 e IC75 un efecto aditivo según la Tabla II- 6 así 
como para la dosis IC90, antagonismo leve. En el caso de MDA-MB-468, sinergismo 
fuerte para IC50; sinergismo para IC75; y efecto aditivo para IC90. Se observa que 
Mito-SG1 en las dos líneas celulares presenta una curva de tipo sigmoidal (m>1); 
doxorrubicina, de tipo sigmoidal plano (m<1); y la combinación D1+D2, según 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 acción 
de masas. 
 

 
Es de destacar que, a pesar de no encontrar sinergismo en todas la dosis (IC50, IC75 
e IC90), la interacción entre Mito-SG1 y doxorrubicina genera un IRD (Tabla II- 8) 
mayor a 1 a dosis citotóxicas hasta del 90%, lo que significa que se logra disminuir 
la dosis de ambos compuestos para lograr el mismo efecto terapéutico deseado con 
una disminución de los efectos colaterales. La reducción en la dosis de Mito-SG1 
debida a doxorrubicina oscila entre 1.93 a 53 veces; mientras que la reducción de 
la dosis de doxorrubicina, entre 1.29 a 15 veces. 
 
La anterior data soporta el potencial terapéutico del uso de Mito-SG1 en 
combinación equimolar con doxorrubicina para el tratamiento de cáncer de seno 
triple negativo. 

Tabla II- 7 Índice de combinación de Mito-SG1 con los diferentes compuestos evaluados en las líneas 
celulares de TNBC. 



 
146 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Mito-SG1 sinergiza con 2DG en las líneas celulares de TNBC. 
 
Para determinar los efectos citotóxicos de los compuestos sobre las líneas 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 inhibición de la 
glicólisis. 
 

Tabla II- 8 Índice de reducción de dosis Mito-SG1+Doxorrubicina en 
TNBC. 
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Tal como lo esperábamos, Mito-SG1 interactúa con 2DG logrando reducir la dosis 
IC50 de ambos compuestos Figura II- 44. Como podemos observar en las curvas 
dosis respuesta, en las dos líneas celulares hay una notable disminución de la 
concentración de 2DG utilizada para lograr una disminución de la viabilidad celular. 
Adicionalmente podemos observar, que a pesar de la mayor sensibilidad por 2DG 
de la línea 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 IC50 de 2DG 
a concentraciones similares (486 µM vs 520 µM) y de Mito-SG1 (0.486 µM vs 0.520 
µM).  

 
Es evidente que, la inhibición de la glicólisis por 2DG en adición con la afectación 
en la respiración 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 interacción es de tipo sinérgico tal como se puede 
apreciar en los isobologramas de las dosis evaluadas (IC50, IC75 e IC90) en las Figura 

Figura II- 44 Curva dosis respuesta e isobolograma de la interacción de Mito-SG1 con 2DG. 
Las líneas 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
IC50´s. En la parte inferior se observan los isobologramas para IC50, IC75 e IC90 para cada línea celular MDA-
MB-231 (C) y MDA-MB-468 (D), así como una ampliación del isobolograma correspondiente al IC50.    
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II- 44C y D; a excepción de la línea células MDA-MB-468 en la dosis IC90 donde se 
observa un efecto casi aditivo.  
 
Al observar el índice de combinación para cada dosis efectiva evaluada, también se 
aprecia una buena correspondencia con los isobologramas, donde se encuentra 
para MDA-MB-231 (Tabla II- 7) para todas las dosis: (IC50, IC75 e IC90) sinergismo 
según la Tabla II- 6; en el caso de MDA-MB-468, sinergismo a dosis IC50 e IC75, y 
efecto casi aditivo para IC90. Se enfatiza que Mito-SG1 en las dos líneas celulares 
presenta una curva de tipo sigmoidal (m>1); 2DG, de tipo sigmoidal plano (m<1); y 
la combinación D1+D2, según 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 acción de masas. 
 
Es de resaltar, que la interacción entre Mito-SG1 y 2DG genera un IRD mayor a 
1.72 a dosis citotóxicas hasta del 90%, lo que significa que se logra disminuir la 
dosis de ambos compuestos para lograr el mismo efecto terapéutico deseado con 
una reducción de los efectos colaterales (Tabla II- 9). La disminución en la dosis de 
Mito-SG1 debida a 2DG oscila entre 1.32 a 17.63 veces; mientras que la reducción 
de la dosis de 2DG, entre 1.72 a 28 veces. 
 
Los anteriores resultados soportan el potencial uso de Mito-SG1 en combinación 
con 2DG a un radio de 1:1000 para el tratamiento de TNBC, debido al efecto 
sinérgico observado en las líneas celulares evaluadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla II- 9 Índice de reducción de dosis Mito-
SG1+2DG en TNBC. 
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 EFECTOS ANTIPROLIFERATIVOS DEL AGENTE CATIÓNICO DIRIGIDO 

A LA MITOCONDRIA MITO-SG1 EN TNBC 
 
 
El cáncer de seno triple negativo (TNBC) es el subtipo más agresivo de cáncer se 
seno y presenta el peor pronóstico. No responde a la terapia endocrina y presenta 
resistencia al tratamiento quimioterapéutico estándar. Existe una necesidad crítica 
no satisfecha de buscar alternativas terapéuticas para maximizar los enfoques de 
tratamiento, así como, mitigar los mecanismos de resistencia. 
 
Pelicano y colaboradores (45), publicaron que las líneas celulares TNBC, como 
MDA-MB-231 y MDA-MB-468 presentan afectación de la función mitocondrial y 
dependencia mayor por la glicólisis aún en condiciones aeróbicas en comparación 
con otros subtipos de cáncer de seno (no TNBC, como las líneas celulares MCF7 y 
T47D), lo cual puede soportar sus altas y rápidas tasas de crecimiento. Asimismo, 
determinaron que TNBC se caracteriza por: una menor tasa de respiración, 
asociada con una disminución en la expresión de las proteínas de los complejos 
mitocondriales I y III; un incremento en la expresión de moléculas glicolíticas entre 
las que se encuentran Glu1/4 y hexoquinasa II (HKII); así como, activación de Akt 
que promueve la glicólisis. Se cree que el incremento en la toma de glucosa pueda 
ayudar a proever intermediadios metabólicos esenciales para la síntesis de lípidos 
y ácidos nucleicos vía NADPH y PPP, los cuales son requeridos para mantener su 
activa proliferación. 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 proliferación 
dependiendo de la concentración de glucosa en el medio. Los anteriores hallazgos 
abren la posibilidad de explotar estas diferencias metabólicas específicas como un 
novedoso blanco terapéutico en el desarrollo de nuevos agentes antitumorales. 
 
Recientemente, nuestro grupo de investigación desarrollo el mimético de 
superóxido dismutasa, Mito-SG1, un nitróxido lineal de [(N-tertbutil-N-[1-
dietilfosfono-(2,2-dimetilpropil)], enlazado a un catión lipofílico de trifenilfosfina 
(TPP+) por medio de una cadena alifática de 10 carbonos; y la mito-metformina, el 
sesibilizador de insulina metformina, también enlazada a TPP+ y con cadena 
alifática de 10 carbonos. Estos compuestos catiónicos lipofílicos, conocidos como 
mito-compuestos, presentan una acumulación selectiva en la mitocondria tumoral, 
debido a su mayor potencial de membrana plasmática y mitocondrial (mayor 
negatividad interna) en comparación con la células sanas (55, 177-180). Este 
principio de potencial selectividad ha conllevado al desarrollo de numerosos 
cationes lipolíficos generando nuevas herramientas diagnósticas y agentes 
antitumorales menos tóxicos que los actualmente utilizados. Entre los agentes 
antitumorales selectivos dirigidos a la mitocondria, aquellos conjugados al catión 
TPP+, han demostrado ser más eficientes en inhibir la proliferación celular (181). 



 
152 

El éxito de los mito-compuestos depende además de la molécula de unión elegida 
al catión de TPP+, a la acumulación selectiva del compuesto en la mitocondria. La 
acumulación del mito-compuesto se debe no sólo a la carga de las moléculas y del 
potencial de membrana mitocondrial, sino también a la dinámica del proceso de 
equilbrio, el cual es significantemente dependiente de la lipofilicidad del catión. La 
energía de barrera de algunos compuestos hidrofílicos puede ser tan alta que aún, 
el conjugarlos a un catión 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 elongación de la cadena alifática. Este hecho ha demostrado que 
aumenta la toma del mito-compuesto en la mitocondria, en comparación con un 
alquil simple de TPP+.  Se ha determinado que la cadena alifática de 10 carbonos 
genera suficiente lipofilicidad para lograr la acumulación, disminuyendo la toxicidad 
general del compuesto. Un compuesto con menos carbonos en menos tóxico, pero 
no se acumula de forma preferente, mientras que uno con una cadena alifática 
mayor a 10 carbono, es tóxico hasta para las células sanas (52, 184). Los actuales 
mito-compuestos que han demostrado actividad antitumoral y acumulación 
selectiva como, Mito-Q, Mito-CP o Mito-Tempol, están formados con cadenas 
alifáticas 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 líneas celulares: TNBC y no TNBC. Las células 
TNBC utilizadas fueron MDA-MB-231 y MDA-MB-468. Ambas líneas celulares son 
triple negativas, es decir, no presentan receptores para estrógenos, progesterona y 
HER2. Las dos líneas celulares presentan mutación del oncogén TP53, afectando 
la expresión de la proteína conocida como guardián del genoma p53. 
Adicionalmente estas dos líneas celulares fueron escogidas porque cada una de 
ellas presenta diferentes vías de señalización sobre-expresadas, que ayudan en 
sus altas tasas de proliferación y supervivencia, como lo son: mutaciones en Ras, 
en el caso de MDA-MB-231; y en la vía Akt, por mutación en el supresor PTEN, en 
el caso de MDA-MB-468. Dentro del grupo no TNBC, se incluyó T47D y MCF7, esta 
última, debido a que es la única línea celular que no tiene mutación del gen TP53. 
Ambas líneas celulares presentas mutación en PIK3CA, encargado de codificar 
PI3K, importante mediador en la vía PI3K/AKT/mTOR.  
 
Una vez evaluados los dos compuestos (Mito-Met y Mito-SG1), se eligió el 
compuesto que presentó actividad antitumoral en las 4 líneas celulares evaluadas 
a la menor concentración, como lo fue Mito-SG1, cuya dosis IC50 evaluada por el 
ensayo de MTT para todas las líneas celulares analizadas fue menor a 3 µM, en 
comparación con Mito-Met que presentó IC50´s mayores a 100 µM. Los resultados 
obtenidos con Mito-Met en cáncer de seno no fueron los esperados, dado los 
prometedores resultados evidenciados en cáncer de páncreas, donde se observó 
la dosis IC50 a concentraciones de 1 µM de Mito-Met, mil veces menor que con su 
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compuesto parental metformina (147). Se espera con recursos de próximos 
proyectos sintetizar nuevas y más estables formas del compuesto, dado su gran 
potencialidad antitumoral. 
 
Por su parte, Mito-SG1 demostró actividad citotóxica antitumoral en el ensayo de 
MTT, SYTOX Green e inhibición de la proliferación celular (Figura II- 2, 4 y 5), más 
no sus compuestos parentales SG1 y TPP (Figura II- 3 y 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 esperábamos, Mito-SG1 no 
generó muerte celular en la línea celular epitelial de seno MCF10A a las 
concentraciones con actividad antitumoral del compuesto, demostrando así su 
selectividad y seguridad en el tratamieno de cáncer de seno.  
 
Una de las características de las células tumorales es su capacidad de formar 
colonias, lo que nos permite evaluar su capacidad de división y crecimiento. El 
ensayo de formación de colonias es el método de elección para la evaluación de 
nuevos compuestos antitumorales. Como lo podemos observar en la Figura II- 6, 
Mito-SG1 más no SG1, a concentraciones micromolares logró una disminución en 
la formación de colonias tanto en líneas celulares de TNBC, como en no TNBC. 
Adicionalmente las líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231 tratadas con Mito-SG1, 
presentaron una disminución en la migración 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 vía de señalización sobre-expresada en cada subtitpo celular. 
 
Después de determinar los efectos citotóxicos 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 confirmaría también la disrupción 
mitocondrial. La disrupción 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 daño a los tejidos 
vecinos con una mínima respuesta inflamatoria, las terapias basadas en la muerte 
celular por apoptosis se han convertifo en el centro de atracción para el desarrollo 
de drogas antitumorales.  
 
Como primer estudio, se procedió a determinar la afectación de la morfología 
nuclear por medio de la tinción con DAPI, en células expuestas a diferentes 
concentraciones de Mito-SG1 Figura II- 9. Este ensayo nos permitió el uso eficiente 
de los recursos, porque pudimos elegir las concentraciones y el tiempo de 
tratamiento adecuados para lograr identificar con otros test, parámetros claves de 
la apoptosis. La anexina V es una proteína recombinante que se une 
específicamente a residuos de fosfatidil serina, los cuales se encuentran expuestos 
en la cara externa de la membrana plasmática, y es un biomarcador efectivo en 
células apoptóticas (186, 187), en este trabajo se encontró que tanto las líneas 
celulares TNBC como no TNBC, presentaron traslocación de la fosfatidil serina 
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(Figura II- 10, 11 y 12). Sin embargo, a pesar de usar un doble marcador con SYTOX 
Green para MCF7 y Ioduro de propidio para las líneas celulares TNBC, no era 
posible diferencia la apoptosis tardía de la necrosis con exposición de fosfatidil 
serina. Una característica temprana de la apoptosis presentada por Mito-SG1 fue la 
despolarización de la membrana mitocondrial de forma dosis dependiende, 
independiente del estatus de p53 como podemos observar en las líneas celulares 
TNBC y MCF7 (Figura II- 16). Los cambios en el potencial de membrana pueden 
ocasionarse dado a la apertura del poro de transición de permeabilidad mitocondrial, 
permitiendo la liberación del citocromo c, al citosol tal como lo podemos observar 
por medio de la técnica de western blot en la Figura II- 14. La liberación de citocromo 
c, activa a la proteína APAF1 y en presencia de dATP, se forma el apoptosoma 
responsable de la activación de la procaspasa 9, la cual activa las capasas efectoras 
3/7, lo que fue detectado por citometría de flujo (Figura II- 13).  
 
Los anteriores resultados soportan los efectos antitumorales y apoptóticos del 
compuesto Mito-SG1 en las líneas celulares TNBC y no TNBC, independiente de 
las vías de señalización sobre-expresada en las líneas celulares evaluadas. La 
afectación de Mito-SG1 sobre la respiración celular, genera aumento de ROS 
mitocondrial Figura II- 18-20, que podría ser el responsable de la activación de 
apoptosis. Por otra parte, también podría ser un mecanismo por medio del cual se 
genere la permeabilización del poro de transición mitocondrial. Es importante 
adelantar futuros estudios para determinar el papel que juegan proteínas anti-
apopototicas y pro-apoptóticas, así como, específicamente que vía 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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 AFECTACIÓN DE LA BIOENERGÉTICA MITOCONDRIAL COMO 
MECANISMO ANTITUMORAL DE MITO-SG1 

 
 
La mitocondria es un organelo bioenergético, biosintético y encargado de multiples 
vías de señalización que sensan los cambios del ambiente para permitir la 
adaptación 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, así como, a los 
generados por los tratamientos actualmente desarrollados.   
 
La mayoría de las células tumorales metabolizan glucosa a lactato bajo condiciones 
aerobicas, lo cual es conocido como efecto Warburg (86). La razón del porqué las 
células tumorales eligen la glicólisis a pesar de su baja eficiencia para la producción 
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 
glicólisis para suplir su demanda energética. Estudios posteriores demostraron que 
la mayoría de las células de cáncer tienen una mitocondria funcional, tal como lo 
observamos en la línea celular MDA-MB-231 en el presente estudio (Figura II- 22), 
al potencializar la respiración mitocondrial reemplazando la glucosa como fuente de 
carbono por galactosa. Estudios más recientes con el uso de los mito-compuestos 
como Mito-CP y Mito-Tempol (135, 138, 183), mostraron por primera vez evidencia 
que la afectación de la respiración celular generaba efectos antiproliferativos en 
células tumorales. Hasta este momento, todos los esfuerzos en el desarrollo de 
nuevos tratamientos con dianas metabólicas estaban dirigidos a la inhibición de la 
glicólisis. Ahora entendemos que, mientras en algunos casos el daño mitocondrial 
conduce el efecto Warburg, muchas células tumorales que presentan un 
metabolismo tipo Warburg, poseen una respiración mitocondrial intacta y algunos 
subtipos de cáncer realmente dependen de la respiración mitocondrial.  
 
Existe una fuerte evidencia que correlaciona altas tasas de proliferación celular y 
agresividad del fenotipo tumoral, con un aumento de la glicólisis (188-191). Y por 
esta razón, por años estuvo en segundo plano la respiración celular como diana 
terapéutica en cáncer, debido a que se pensaba había una disfunción mitocondrial 
que generaba una dependencia de la glicólisis para soportar el crecimiento tumoral.  
Gracias a décadas de estudio sobre la respiración mitocondrial en cáncer se han 
abierto nuevas fronteras, generando un marco de trabajo mucho más amplio, con 
funciones adicionales de la mitocondria en cáncer e identificando un importante rol 
pleiotrópico en el proceso tumorigénico. Por mucho tiempo se pensó que la principal 
función de la mitocondria era únicamente la producción de ATP, por lo cual ha 
recibido el apodo de “powerhouse of the cell”. Sin embargo, la mitocondria esta a 
cargo de funciones más allá de la producción de energía, entre las que se incluyen 
la generación de ROS, moléculas redox, metabolitos, regulación de procesos de 
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señalización y muerte celular, así 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 único 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 hipóxia, depleción de nutrientes y en los mismos tratamientos antitumorales. 
Las características de la mitocondria en los diferentes subtipos de cáncer varían 
dependiendo de la genética, ambiente y tipo de tejido del cual se originan. 
 
En el caso de cáncer de seno, se ha observado una diferencia marcada en la tasa 
de glicólisis y la respiración celular entre los subtipos de cáncer de seno triple 
negativo y receptores-positivos (ó no TNBC). El aumento de la glicólisis en este 
subtipo de cáncer se correlaciona con un aumento en la expresión de 
transportadores de glucosa y de hexoquinasas, así como, la disminución de la 
respiración se correlaciona con una disminución en la expresión de proteínas de los 
complejos mitocondriales I y III. A pesar de que TNBC presenta una disminución en 
la respiración celular demostrado por una menor tasa de consumo de oxígeno 
(OCR), que las líneas celulares no TNBC, existe una dependencia de la misma para 
asegurar el mantenimiento de la proliferación celular.  
 
Lo anterior es evidenciable con la actividad antiproliferativa de Mito-SG1 en TNBC, 
la cual es debida a la afectación que genera en la respiración celular. Mito-SG1 de 
manera dosis-tiempo-dependiente generó disminución de la tasa de consumo de 
oxígeno en TNBC (Figura II- 26 y 27). De la misma forma, el tratamiento por 24 
horas con Mito-SG1 a concentraciones micromolares disminuyo la tasa de consumo 
de oxígeno basal, la máxima capacidad respiratoria, la reserva de la capacidad 
respiratoria y la respiración acoplada (Figura II- 29). Al evaluar el mapa 
bioenergético se observa que al aumentar la concentración o el tiempo de 
exposición de las líneas celulares a Mito-SG1, existe una disminución en la 
respiración celular con un aumento en la tasa de acidificación extracelular que, en 
determinado punto, se vuelve insuficiente para mantener la demanda energética y 
se refleja en la inhibición del crecimiento y proliferación celular (Figura II- 4, 5 y 6). 
Al estudiar a fondo la afectación del fenotipo energético se encuentra que, Mito-SG1 
a una concentración de 1 µM, drásticamente genera una disrupción mitocondrial 
afectando la capacidad celular de aumentar su respiración, y conllevando a soportar 
a través de la glicólisis los requerimientos energéticos celulares (Figura II- 33, 34 y 
35).  
 
Por otra parte, se propuso en este estudio la traslación del concepto de índice 
bioenérgetico (IB) propuesto por el Dr Victor Darley Usmar (171), al análisis 
dinámico del impacto bioenergético de Mito-SG1 en TNBC. El concepto de BI el 
cual, inicialmente se desarrolló como un test clínico para determinar la progresión 
de la enfermedad y respuesta al tratamiento por medio de la determinación de la 
función energética de leucocitos y plaquetas, contempla el análisis conjunto de 4 
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parámetros claves de la respiración celular. Según la propuesta del Dr Usmar, un 
bajo índice energético está asociado con baja capacidad de reserva y de la 
respiración acoplada, así como, con un aumento de la respiración 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 parámetros fueron analizados 
individualmente. Mito-SG1 a concentraciones de 0.1 y 0.3 µM, afectan el 
metabolismo mitocondrial en MDA-MB-468 y MDA-MB-231 respectivamente (Figura 
II- 36A y B), en comparación con la dosis de 1 µM que logra diferencias significativas 
al evaluar la tasa de consumo basal, la máxima capacidad respiratoria, la reserva 
de la capacidad respiratoria y la respiración acoplada, como parámetros de análisis 
individuales. Los resultados demuestran la aplicabilidad que se le puede dar al IB 
para la evaluación 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 afectación del potencial metabólico. Al calcular los cambios relativos 
en el potencial metabólico de las células tratadas y no tratadas con Mito-SG1, se 
encontró que Mito-SG1 suprime la habilidad celular para responder a los cambios 
en la demanda energética por inhibición tanto de la respiración mitocondrial como 
de la glicólisis (Figura II- 33B y Figura II- 34B), pero únicamente inhibe el potencial 
metabólico glicolítico de la línea celular no TNBC, MCF7 (Figura II- 35B). Lo anterior 
puede ser debido al mayor potencial glicolítico presente en las líneas celulares no 
TNBC. 
 
Para entender los cambios a nivel del metabolismo glicolítico, se evaluó por medio 
del XF Cell Glycolysis Stress Test Kit de Seahorse Bioscience, la afectación directa 
de Mito-SG1 sobre la tasa de glicólisis, máxima capacidad glicolítica y reserva 
glicolítica. Se determinó que Mito-SG1 afecta de forma dosis dependiente la 
glicólisis y genera una disminución en la reserva glicolítica. Es decir, Mito-SG1 
aumenta la tasa de glicólisis de TNBC por disminución en la respiración, lo cual 
genera que la célula disminuya su reserva glicólitica, afectando la habilidad de las 
células para responder a demandas energéticas que soportan la actividad 
antitumoral del compuesto (Figura II- 37). 
 
Por último, fue relevante determinar si la afectación en la respiración celular 
generada por Mito-SG1, se correlaciona con la disminución o aumento de la 
dependencia de una fuente de carbono específica, o a una afectación directa sobre 
los complejos mitocondriales. En este proyecto se evaluó por primera vez la 
contribución de las principales fuentes de carbono en las líneas celulares MDA-MB-
231 y MDA-MB-468, y la afectación del tratamiento de Mito-SG1 sobre la 
dependencia, capacidad y flexibilidad de las mismas; sin embargo, no se determinó 
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 respiración celular, 
se observó que la línea celular MDA-MB-468 tiene una mayor dependencia de 
glucosa en comparación de las otras dos fuentes de carbono (Figura II- 41); sin 
embargo, MDA-MB-231, soporta su respiración celular no sólo en la glucosa como 
fuente de carbono, sino también en la utilización de los ácidos grasos (Figura II- 40). 
Es de resaltar que, en el caso de MDA-MB-231, a pesar de tener inhibida la 
utilización de glucosa y glutamina para el sostenimiento de la respiración celular, la 
tasa de consumo de oxígeno puede sostenerse únicamente por la oxidación de 
ácidos grasos (Figura II- 40).  
 
Es de resaltar que las líneas celulares TNBC estudiadas, MDA-MB-231 y MDA-MB-
468, presentan comportamientos diferentes en el uso de las fuentes de carbono, 
siendo común en el tratamiento con Mito-SG1, la afectación de forma significativa 
en la flexibilidad y capacidad del uso de la glutamina para el mantenimiento de la 
tasa de consumo de oxígeno. Tal como publicó recientemente Geldermalsen y 
colaboradores (192), TNBC presenta un mayor consumo de glutamina, asi como 
altas tasas de glutaminólisis, requeridas para la activación de la vía sensible a 
nutrientes mTORC1, la cual regula el crecimiento celular. Por otra parte, Visagie y 
colaboradores (193), demostraron la inducción de apoptosis en MDA-MB-231 en 
condiciones de deprivación de glutamina. Entendiendo el importante rol de la 
glutamina tanto como sustrato para la oxidación del ciclo TCA, así como, para la 
síntesis de macromoléculas, la afectación de su metabolismo por Mito-SG1 puede 
contribuir a los efectos citotóxicos encontrados en TNBC. El nitrógeno aportado por 
la glutamina sirve de soporte para la síntesis de nucleótidos y aminoácidos; el 
carbono, se utiliza para síntesis de glutatión, aminoácidos y lípidos; su metabolismo 
se ha observado aumentado en muchos subtipos de cáncer siendo impulsado por 
la regulación positiva de la glutaminasa (GLS), que convierte la glutamina en 
glutamato y amoníaco.  El glutamato se oxida a α-ceto-glutarato (α-KG) por la GDH, 
proporcionando el punto de entrada al ciclo TCA. La glutamina es centro de 
biosíntesis de macromoléculas esenciales y soportado en los resultados 
encontrados en nuestro estudio, podemos suponer que en parte la afectación de 
Mito-SG1 sobre la respiración celular, es debida a la disminución de la capacidad 
de la glucosa y la glutamina para soportar la OCR cuando las vías alternas son 
inhibidas; así como, la habilidad de incrementar la oxidación de las tres principales 
fuentes de carbono, en orden de compensar dicha inhibición.  
 
La eficacia de Mito-SG1 en las líneas 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 generación de ATP (catabolismo), así como, de los bloques de estructurales 
(anabolismo), en donde son requeridas un conjunto de enzimas de la cadena 
respiratoria y del TCA. La glicólisis aerobia detectada en diferentes células 
tumorales (efecto Warburg), inicialmente lideró varias hipótesis que sobreestimaron 
el papel de la respiración celular y del papel de la mitocondria en el metabolismo en 
cáncer (194). Ahora es claro el papel de la mitocondria y de la reprogramación de 
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su metabolismo para soportar la demanda energética y biosintética en las células 
tumorales, que asegure la proliferación y supervivencia de las mismas. Es un hecho 
que la fosforilación oxidativa en crítica para satisfacer la demanda creciente para la 
producción de los bloques de construcción y energía requerida en TNBC, así como, 
en otras diferentes líneas celulares derivadas de diferentes tejidos como piel, cérvix, 
pulmón 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 proteína 
TFAM (requerida para la replicación y mantenimiento del número de copias de ADN 
mitocondrial), disminuye la tumorigenicidad del adenocarcinoma de pulmón en 
modelos oncogénicos K-ras de ratón (8). 
 
Los anteriores resultados soportan que la afectación de la bioenergética 
mitocondrial generada por el tratamiento con Mito-SG1 en TNBC, podría 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 cáncer de seno triple negativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
160 

 
 

 POTENCIAL ROL DE LA VIA RAS/MEK/ERK EN LA ACTIVIDAD 
ANTITUMORAL DE MITO-SG1 

 
 
Uno de los principales mecanismos de acción propuestos que median la 
proliferación celular tumoral fue la señalización redox por las especies reactivas de 
oxígeno (ROS) como superóxido y peróxido de hidrógeno, 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 patología por 
peroxidación de lípidos, oxidación de proteínas y ADN (202). Sin embargo, en las 
pasadas dos décadas se ha descubierto el relevante rol de ROS como moléculas 
de señalización que regulan importantes procesos celulares fisiológicos y biológicos 
(203, 204). Al parecer, durante el proceso evolutivo se desarrolló una selección 
natural de ROS como mecanismo de señalización para permitir la adaptación celular 
a los cambios ambientales en cuanto a disponibilidad de nutrientes y ambientes 
oxidativos (205).  
 
Así, los efectos antiproliferativos y antitumorales de ciertos antioxidantes fueron 
atribuídos a su habilidad para mitigar la producción de ROS. El desarrollo de mito-
nitróxidos miméticos de SOD, se originó con base en este principio. Se especuló 
que, al desarrollar un antioxidante con acumulación preferencial en la mitocondria, 
podría disminuir el estrés oxidativo y, por ende, mediar la señalización celular 
generada por superóxido desencadenando la inhibición de la proliferación y la 
activación de apoptosis. Sin embargo, estudios recientes proponen que los 
nitróxidos catiónicos dirigidos a la mitocondria inhiben la proliferación celular del 
tumor por un mecanismo en su mayoría, 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 superóxido 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 producción de ROS en mesotelioma (137), carcinoma medular de 
tiroides (58), cáncer 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 activación de ciertos oncogenes, como Ras, lideran el incremento en la 
producción de oxidantes celulares, una respuesta metabólica que en la mayoría de 
los tejidos sanos conllevaría a la senescencia celular (206). Es bien conocido que 
las células tumorales evaden la senescencia y toleran incrementos constitutivos en 
la producción 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 producción de 
enzimas antioxidantes. En mesotelioma por ejemplo, el aumento del estado 
oxidativo esta acompañado de una respuesta adaptativa aumentando los 
antioxidante mitocondriales TR2-TRX2-PRX3 (207), permitiendo un incremento de 
la proliferación y evasión de la apoptosis por un cambio del estado redox en favor 
de la vía pro-proliferación mediada por oxidantes sin activación de las vías pro-
apoptóticas. Por ende, una desregulación de la cascada antioxidante, o aumento de 
los niveles de superóxido conllevan a niveles intolerables de oxidantes con la 
consiguiente muerte celular (137). En cáncer gástrico se demostró que el aumento 
de ROS y la disrupción del potencial de membrana indujo la supresión de la 
fosforilación de ERK y activación de caspasa 3. Adicionalmente, demostraron que 
la inhibición de la producción de ROS prevenía la supresión de ERK (196). Así 
como, en reportes previos se observó que Mito-CP inhibe la fosforilación de ERK 
en cáncer medular de tiroides (58). 
 
Dados los antecendes planteados, procedimos a evaluar (data preliminar) el estado 
de activación de ERK encontrando una inhibición dosis dependiente de la 
fosforilación de ERK1/2 a 48 horas del tratamiento con Mito-SG1 en la línea celular 
MDA-MB-468 (Figura II- 21). Por lo cual nos planteamos la hipótesis del potencial 
papel del aumento de ROS por el tratamiento con Mito-SG1, en la regulación 
negativa de la vía Ras/MEK/ERK, como uno de los mecanismos antitumorales del 
compuesto. La vía ERK es activada por MEK, cuya activación 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 señalización de Ras es una 
importante vía de trasducción celular, frecuentemente activada en cáncer y que 
media procesos de estrés oxidativo, regulación del ciclo celular, proliferación y 
apoptosis. Por ende, se plantea para futuras investigaciones dos interesantes 
hipótesis 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 celúlas 
pro-oncogénicas Kras positivas (8), es claro que, este varía dependiente del tipo 
celular, estadío, condiciones nutricionales, así como, disponibilidad de oxígeno. Por 
otra parte se ha demostrado recientemente una nueva ruta de inhibición de la vía 
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 activación de Ras, promoviendo por 
medio de ERK la activación de la apoptosis ante la falta de señales de supervivencia 
y crecimiento. Cuando el estrés es transitorio, JNK podría funcionar como una señal 
de punto de control, asegurando que el estrés y el daño inducido haya sido 
solucionado, antes de permitir que las células respondan a las señales de 
crecimiento inducidas por Ras. Es así como en nuestra primera hipótesis 
planteamos que: ¿Puede Mito-SG1 por medio del aumento del estrés oxidativo, 
activar JNK y mediar la inhibición de la forforilzación de ERK e inducir apoptosis, a 
través de la modulación de Ras?  
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Nuestra segunda hipótesis se origina con base en el estudio publicado del fármaco 
anfifílico catiónico clorpromazina (CPZ) (210). Se observó que CPZ reduce la 
asociación de K-Ras con la membrana plasmática aumentando el pool 
citoplasmático del K-Ras. Como es sabido, K-Ras debe anclarse a la membrana 
plasmática para interactuar con los receptores tirosin kinasa y mediar de esta forma 
la migración y crecimiento celular. Si se inhibe el anclaje de K-Ras, se genera 
inhibición de la vía Ras/MEK/ERK con la consecuente regulación negativa de esta 
vía de supervivencia y crecimiento celular tumoral. Este efecto al parecer es 
generado por las interacciones electrostáticas del compuesto. La CPZ es una 
fenotiazina anfipática catiónica, empleada como droga neuroléptica en tratamiento 
de esquizofrenia y alivio de los síntomas en cáncer terminal. En cultivos celulares, 
la CPZ afecta la forma y composición de la membrana plasmática. En eritrocitos la 
parte hidrofóbica de CPZ se inserta en la membrana interna, mientras que su parte 
catiónica interactúa electrostáticamente con los fosfolípidos cargados 
negativamente, alterando las propiedades fisicoquímicas de la membrana. Por 
ende, proponemos que el agente catiónico Mito-SG1 puede alterar las 
características físico-quimicas de la membrana plasmática generando una 
inhibición del anclaje de Ras y, por ende, logrando una inhibición de la vía.  
 
Gracias a la presente propuesta se abren numerosas alternativas de investigación 
que redireccionan el campo de estudio de la actividad antitumoral de los mito-
compuestos, así como se propone una novedosa alternativa para el tratamiento de 
cáncer de seno triple negativo. 
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 POTENCIAL SINERGICO DE MITO-SG1 CON LAS TERAPIAS 
CONVENCIONALES 

 
 
El tratamiento de TNBC sigue siendo un desafío, las opciones actuales son 
restrictivas y los agentes antitumorales empleados presentan una gran toxicidad y 
peligrosos efectos colaterales. Mito-SG1, además de ser un compuesto selectivo, 
podría utilizarse simultáneamente con las terapias actualmente aprobadas para 
TNBC (como doxorrubicina), con el objeto de: potencializar los efectos citotóxicos 
sobre las células tumorales; minimizar la dosis efectiva de la quimioterapia; y, por 
consiguiente, reducir los efectos adversos.  
 
En el presente estudio se determinó por medio del método de Chou y Talalay el 
potencial sinérgico de Mito-SG1 con doxorrubicina y 2DG. Se eligió el método de 
Chou-Talalay para la evaluación de combinación de drogas, el cual se encuentra 
basado en la ecuación de efecto-medio derivada del principio de ley de acción de 
masas. Este principio es considerado como una teoría unificada, que provee un link 
común entre una entidad singular y múltiples entidades. Esta ecuación general 
incorpora las ecuaciones de área de bioquímica y biofísica de Michaelis-Menten, 
Hill, Henderson-Hasselbalch y Scatchard. El índice de combinación resultante (CI, 
por sus siglas en inglés Combination Index) del teorema de Chou-Talalay ofrece una 
definición cuantitativa para efecto aditivo (CI=1), sinergismo (CI<1) y antagonismo 
(CI>1) en combinaciones de drogas. Adicionalmente y siguiendo las 
recomendaciones de Chou (176) para el análisis del potencial sinérgico de dos 
compuestos, se evaluaron los isobologramas IC50, IC75 e IC90 y el IRD de cada 
fracción afectada analizada. Este método es diferente de otros publicados en la 
literatura biomédica, porque usa parámetros cuantitativos como la potencia, forma 
y conformidad de la data con el principio de la ley de acción de masas; y su 
aplicación se puede dar con un número bajo de puntos para la curva de dosis 
respuesta.  
 
La doxorrubicina es un agente intercalante del ADN cuyo mecanismo de acción no 
esta claramente definido. Existen dos mecanismos propuestos, el primero, debido 
a que doxorrubicina es un intercalante del ADN se cree que disrupte la reparación 
del ADN por no permitir el paso de la topoisomerasa II; segundo, generación de 
radicales libres y su consecuente daño a la membrana celular, AND y proteínas 
(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 peroxidación de lípidos de membrana, oxidación del ADN y 
desencadena vías apoptóticas 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 (IC50, IC75 e IC90), la interacción entre Mito-SG1 y doxorrubicina 
genera un IRD (Tabla II- 8) mayor a 1 a dosis citotóxicas 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 disminución de los efectos colaterales. La 
reducción en la dosis de Mito-SG1 debida a doxorrubicina oscila entre 1.93 a 53 
veces; mientras que la reducción 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 bioquímicas en el metabolismo de las 
células tumorales y las normales (172). Se han estudiados diversos agentes que 
inhiben la glicólisis en sistemas celulares y en modelos animales con resultados 
positivos; sin embargo, son pocos los resultados similares en humanos, la mayoría 
debido a los efectos adversos a la dosis-límite utilizada (173). Uno de los 
compuestos anti-glicolíticos más frecuentemente utilizados es el compuesto 2-
deoxy-D-glucosa (2-DG), el cual es fosforilado por las hexokinasas y 
subsecuentemente inhibe la síntesis de ATP por la vía glicolítica. No obstante, 
debido a la alta concentración de 2DG donde logra la inhibición de la producción del 
ATP (~20 mmol/L), la eficacia del tratamiento se ha visto limitada por la toxicidad 
sistémica presentada en los ensayos clínicos para el tratamiento de glioma (174). 
En el presente estudio se encontró que Mito-SG1 presenta efectos sinérgicos con 
2DG a un radio de 1:1000, demostrado por el CI (Tabla II- 7), isobolograma (Figura 
II- 44) y el IRD (Tabla II- 9) para las dos líneas 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 
antiglicolíticos, es una potencial estrategia para hipersensibilizar las células 
tumorales debido a la doble inhibición de las vías (respiración celular y glicólisis), 
constituyéndose en una prometedora estrategia terapéutica dado el potencial 
sinérgico de Mito-SG1 con 2DG observado en TNBC. 
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CONCLUSIONES 
 
 
1. Mito-SG1, más no sus compuestos parentales SG1 y TPP, induce de forma 

dosis dependiente efectos citotóxicos en las líneas celulares de TNBC y no 
TNBC. Mito-SG1 inhibe la proliferación celular, la habilidad para la formación de 
colonias, la migración, e induce muerte celular a concentraciones micromolares 
en las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 y T47D, más no en 
la línea celular de epitelio mamario sano MCF10A. 

 
2. Mito-SG1 induce apoptosis como mecanismo de muerte celular, determinado 

por cambios dependientes de la concentración en el potencial de membrana 
mitocondrial, así como, condensación nuclear, traslocación de fosfatidil serina y 
activación de caspasas 3/7. 

 
3. La represión de la función bioenergética de la mitocondria y consiguiente 

estimulación del metabolismo glicolítico, es una característica del tratamiento 
con Mito-SG1 y es dependiente de la concentración y tiempo de exposición del 
compuesto. Mito-SG1 induce una disminución dosis dependiente del índice 
bioenergético celular, afectando la habilidad de las células tumorales para 
responder a requerimientos energéticos tanto a nivel basal, como en condiciones 
de estrés energético, características requeridas para la supervivencia de la 
célula tumoral. 
 

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

5. Mito-SG1 potencia los efectos antitumorales de doxorrubicina a concentraciones 
equimolares, logrando una reducción de la dosis y, por ende, de la toxicidad del 
compuesto en las células no tumorales. Mito-SG1 podría retrasar la inducción 
de la Resistencia a doxorrubicina por el aumento de superóxido e inducción de 
apoptosis. 

 
6. 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 
inhibición de la respiración acoplada y, por ende, en la producción de ATP. AMPK 
reprime la expresión del factor de transcripción FOXM1, por la vía de señalización 
AKT/FOXO3 liderando regresión del crecimiento celular de cáncer cervical. Por otra 
parte, se ha observado que el tratamiento con MitoCP inhibe FOXM1 en cáncer de 
pulmón. El Dr Kalyanaraman, propone una posible vía de acción de los mito-
nitróxidos como Mito-CP, en la cual se activa AMPK y se disminuye la expresión de 
FOXM1, subrayando la importancia de la vía 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 peróxido de hidrógeno, peroxinitritos y niveles de óxido 
nítrico. Así como, evaluar la vía de las MAP quinasas, debido a que son importantes 
mediadores celulares en respuesta al estrés oxidativo. Es necesario evaluar la 
contribución de un circuito de regulación entre JNK y ERK, mediado por ROS, como 
mecanismo de inhibición de ERK. 
 
Adicionalmente, sería relevante establecer el papel de Ras en la respuesta 
antitumoral de Mito-SG1. Evaluar la hipótesis de la inhibición del anclaje de Ras a 
la membrana plasmática y, por ende, ruptura de la señal de supervivencia generada 
por la vía Ras/RAF/MEK/ERK. 
 
En la evaluación de la potencialidad de Mito-SG1 en TNBC, es fundamental pasar 
de los estudios in vitro, a los estudios in vivo, para evaluar no sólo la actividad 
antitumoral del compuesto, sino la capacidad de prevenir el desarrollo del proceso 
tumoral en estadíos tempranos. Dado que Mito-SG1 actúa de manera selectiva, se 
puede evaluar la posibilidad de que el tratamiento con Mito-SG1 inhiba la formación 
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 proyección en diferentes tipos de 
cáncer donde se encuentre hiperpolarizada la membrana asegurando la 
acumulación selectiva del compuesto. En la actualidad nuestro grupo se encuentra 
trabajando en dos tipos de cáncer de mal pronóstico y limitadas opciones de 
tratamiento como los son: hepatocarcinoma y cáncer gástrico.  
 
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 cáncer hepático son 
diagnosticados cada año, de los cuales el 96% fallecen. En Colombia el cáncer 
hepático es la séptima causa más común de cáncer. Debido a que los signos y 
síntomas aparecen usualmente en etapas tardías, rara vez se diagnostica 
oportunamente, haciendo difícil una intervención terapéutica a tiempo. Por otra 
parte, las opciones de tratamiento son limitadas, y a pesar de los esfuerzos, la 
patología es fatal usualmente dentro los 3 a 6 meses siguientes al diagnóstico. 
Adicionalmente se caracterizan por su resistencia a la quimioterapia y por la 
dificultad de la remoción quirúrgica.  En la mayoría de los casos diagnosticados 
tempranamente, el trasplante del órgano aparece como la mejor opción.  En 
consecuencia, el cáncer en Colombia representa un desafío económico para la 
familia del paciente y para el sistema de seguridad social en salud, haciendo 
necesario y prioritario la implementación de estrategias que contribuyan a minimizar 
la incidencia de esta patología. 
 
Por esta razón, en el año 2012 se iniciaron los estudios preliminares de Mito-SG1 
en la línea celular HepG2 encontrando una prometedora oportunidad del uso del 
compuesto en el desarrollo de terapias antitumorales para hepatocarcinoma, siendo 
aprobada la presentación 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 tenía 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 cáncer hepático”, por la Fundacion Para La Promocion De La 
Investigacion Y La Tecnología, según convenio 201408. Sin embargo, el monto de 
máximo de apoyo a las propuestas por medio de esta fundación es de 18 millones 
de pesos. Razón por la cual, dentro del alcance de la propuesta estuvimos limitados 
para desarrollar experimentos en otras líneas celulares, así como en hepatocitos 
normales. 
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En hepatocarcinoma 
encontramos que Mito-
SG1, más no su 
compuesto parental 
SG1 inhibie la 
proliferación celular y la 
habilidad para formar 
colonias Figura P- 1.  
 
Adicionalmente 
encontramos por 
evaluación de la 
morfología nuclear con 
DAPI, evaluación de la 
traslocación de FS y 
actividad de caspasas 
3/7 (data no 
presentada), que el 
mecanismo de muerte 
celular estimulado por 
Mito-SG1 fue 
apoptosis. 
  
Se pudo evaluar en la 
línea celular HepG2, 
las implicaciones del compuesto en la bioenergética mitocondrial, observando de la 
misma forma que en las líneas celulares de TNBC, una disminución dosis 
dependiente de la tasa de consumo de oxígeno, así como de la máxima capacidad 
respiratoria y de la respiración acoplada. Como podemos observar en la Figura P- 
2, Mito-SG1 a concentraciones de 2 µM logra una fuerte afectación en la tasa de 

Figura P- 1 Efectos de Mito-SG1 sobre la proliferación celular y
clonogenicidad de la línea celular HepG2 
A) La línea celular de Hepatocarcinoma HepG2 fue tratada con SG1 o Mito-
SG1 (0,5-2,5 µM) por 24, 48 y 72 horas.  La densidad celular fue contada con
hemocitometro. (n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). B) La habilidad para la 
formación de colonias de las células de HepG2 fue evaluada posterior al
tratamiento por 24 horas a diferentes concentraciones de Mito-SG1 y SG1, y 
se determinó la eficiencia de la formación de colonias y la fracción de
supervivencia para determinar el IC50. 

Figura P- 2 Efectos de Mito-SG1 sobre la respiración mitocondrial. 
Evaluación de los efectos sobre la respiración mitocondrial del tratamiento por 24 horas de Mito-SG1 sobre la línea celular de 
HepG2 por medio del test MitoStrest test de Seahorse (bioscience, part of Agilent). A) Comportamiento de la tasa de consumo
de oxígeno vs Tiempo. B) Mapa energético. 
 

A B 
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consumo de oxígeno. En el mapa energético se puede apreciar que el compuesto 
disminuye la respiración celular y compensa con aumento de glicólisis 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 económicos para 
financiar el estudio en la línea celular de hepatocarcinoma Hep 3B2.1-7, así como 
en hepatocitos sanos THLE3.  
 
Cáncer Gástrico: 
 
El Cáncer Gástrico CG es la segunda causa de muerte relacionada, y la cuarta 
causa de cáncer en el mundo, donde el 70% de los casos se presenta en países en 
vías de desarrollo, constituyéndose en un problema de salud pública, dada su 
frecuencia, pobre pronóstico y limitadas opciones de tratamiento. En Colombia, el 
CG se constituye en la principal causa de mortalidad relacionada con cáncer, por 
encima de otros tumores con mayor incidencia. Recientes hallazgos evidencian que 
los tumores difieren en el nivel de expresión de un alto número de genes y 
mutaciones, incluso entre pacientes con el mismo tipo de tumor. Lo que nos lleva a 
concluir que, será improbable suprimir el cáncer empleando terapias dirigidas a un 
único gen o a una sola vía de señalización que pueden diferir entre un paciente u 
otro, o dentro del mismo tumor. Dado la hiperpolarización de la membrana 
mitocondrial evidenciada en este tipo de cáncer, así como el aumento de las tasas 
glicolíticas, se propuso el proyecto “Tratamiento Selectivo de Cáncer Gástrico 
Afectando la Bioenergética Mitocondrial”, en la convocatoria de Salud 744-2016 de 
COLCIENCIAS, siendo seleccionado dentro de las mejores 20 propuestas 
presentadas en el país. El proyecto inicio desarrollo en diciembre del 2016, con 
vinculación 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 
acción del compuesto, así como, las vías de señalización que se encuentran 
reguladas por Mito-SG1. Se pretende sintetizar nuevas muestras de Mito-Met y 
estudiar los efectos citotóxicos selectivos de los dos compuestos sobre el CG en un 
modelo in vitro. Dado que el cáncer gástrico es la principal causa de mortalidad 
relacionada en nuestro país, y que las estrategias terapéuticas curativas se limitan 
a la resección quirúrgica del tumor loco-regional y en estadíos tempranos, más del 
50% de los pacientes con CG que son diagnósticas en Colombia en etapas tardías, 
no tienen oportunidad de recuperación.  
 
Como primer objetivo, evaluaremos los efectos apoptóticos de los mitocompuestos, 
donde esperamos encontrar una citotoxicidad en células de CG (AGS y KATO III) 
en concentraciones submicromolares, sin afectación en las células sanas. El 
mecanismo de muerte esperado es apoptosis vía mitocondria, el cual suponemos 
por estudios previos de compuestos mitocondrio-tóxicos. Para lo cual se espera un 
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aumento en la liberación de citocromo C al citosol, ó la activación de caspasa 3, así 
como una prueba de TUNEL positiva, por ruptura del ADN por endonucleasas 
liberadas del espacio intermembranal mitocondrial, aspecto típico en procesos 
apoptóticos. Se espera que a concentraciones que inhiban la proliferación celular 
de las líneas celulares de CG, se logre una inhibición de las características claves 
de las células cancerosas como son la migración, invasión y formación de colonias.  
 
En el segundo objetivo determinaremos las vías de señalización involucradas, así 
que una vez evaluado los efectos citotóxicos selectivos de los compuestos, 
esperamos determinar el papel de la vía de señalización AMPK, dado que la 
metformina active AMPK, que a su vez regula el metabolismo de ácidos grasos, 
provocando una inhibición dependiente de la concentración de la actividad del 
complejo I mitochondrial disminuyendo los niveles de intracelulares de ATP. Siendo 
la mito-metformina un derivado de la metformina, esta podría interactuar 
similarmente, por ende, se esperamos encontrar estimulada positivamente la vía de 
señalización AMPK. Anticipamos posibles efectos en la regulación de las vías Ras-
Raf-MEK-ERK (MAPK) como vía utilizada por la célula transformada para su 
supervivencia y proliferación, así como en la vía 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, así 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 anión superóxido. También esperamos 
que se evidencie una disminución en la glicólisis y un aumento de la respiración 
mitocondrial, logrando una despolarización de la membrana y la desestabilización 
de la célula cancerosa.  
 
Por último, 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 citotóstaticos 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 líneas celulares de hepatocarcinoma y cáncer de seno. Se 
espera alguna interacción entre los mitocompuestos y 5-fluoruracilo, actual 
compuesto clave en la mayoría de terapias multimodales empleadas en CG. Con 
este proyecto esperamos contribuir a la generación de nuevo conocimiento 
traslacional en el área de las enfermedades crónicas no-transmisibles, 
específicamente en las temáticas de cáncer gástrico y tratamientos dirigidos a la 
mitocondria. De comprobar la hipótesis de que los mito-compuestos Mitometformina 
y Mito-SG1 actúan de forma selectiva afectando la bioenergética mitocondrial, como 
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se ha evidenciado con otros mito-compuestos y otros tipos de cáncer, generaríamos 
nuevo conocimiento y una posible oportunidad de tratamiento para los pacientes 
con CG. Con la ejecución de este proyecto se espera vincular y formar estudiantes 
de pregrado de Bacteriología o medicina, así como, ya se encuentra en formación 
el estudiante Giovanni Lineros del programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas 
de la Universidad del Valle. 
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Muneeb U Rehman1, Mir Tahir1, Farrah Ali1, Abdul Quaiyoom Khan1, 
Rehan Khan1, Abdul Lateef1, Oday O Hamiza1, Wajhul Qamar1, and 
Sarwat Sultana1 
1Jamia 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-  (TNF- ), and Prostaglandin E2 
(PGE2). 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 II 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. 
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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)] 

nitroxide) conjugated to an alkyl triphenylphosphonium cation, 
based on the acyclic -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 μM 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. 
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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 (nucTERT) 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 nucTERT 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 nucTERT, 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. 
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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 
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RESUMEN

El Cáncer Hepático o Carcinoma Hepatocelular (HCC) 
y el Cáncer de Seno Triple Negativo (por sus siglas en 

inglés TNBC, Triple Negative Breast Cancer), son problemas 
de salud pública en el mundo, por su difícil tratamiento y alta 
resistencia a la quimioterapia. En el caso del HCC, dado la 
aparición tardía de los síntomas y signos de la enfermedad, 
rara vez se diagnóstica a tiempo, siendo fatal dentro de los 
3 a 6 meses siguientes a su diagnóstico. TNBC representa 
aproximadamente el 15-20% de todos los casos de cáncer 
de mama, y generalmente se considera como el más severo 
subgrupo, dado que no expresa los genes para los receptores 
de estrógenos, 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: 

trastuzumab), conllevando un mayor riesgo de recaída y 
una tasa de mortalidad más alta en comparación con otros 
subtipos de cáncer de mama.

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

Palabras clave: Bioenergética, Cáncer hepático, Cáncer de Mama
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ninguno de ellos son eficaces, no sólo porque no son capaces 
de inhibir totalmente la proliferación tumoral, sino también 
porque afectan a las células normales conduciendo en la 
mayoría de los casos a insuficiencia renal aguda y muerte.

Se conoce que tanto el HCC y el TNBC se caracterizan por 
la disfunción mitocondrial, la glicólisis elevada, el aumentó 
en el metabolismo glutaminólisis, la producción de lactato 
y la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS). 
Actualmente, está ampliamente aceptado que el metabolismo 
mitocondrial está normalmente reprogramado para permitir 
el crecimiento de células de cáncer y la proliferación. Por 
ejemplo, la fosforilación oxidativa mitocondrial en el cáncer 
es esencial para satisfacer la creciente demanda de la 
biosíntesis de metabolitos necesarios para la proliferación 
de células tumorales sin restricciones. Del mismo modo, los 
niveles alterados de ciertos subproductos metabólicos de 
las mitocondrias, tales como ROS, han sido implicados en la 
iniciación del tumor y mantenimiento, así como son esenciales 
para tumorigenecidad mediada por Kras.

Las terapias selectivas dirigidas a la afectación 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 catión de 
alkyl triphenylphosphonium. Dado las diferencias del potencial 
de membrana de las células tumorales, estos compuestos 
tienen una acumulación selectiva permitiendo su acción 
directa sobre la mitocondria de las células de HCC y TNBC.

En nuestros resultados preliminares encontramos que 
MitoSG1 inhibe el crecimiento de la línea celular de HCC 
HepG2, a concentraciones de 2.5µM a las 24 horas de 
tratamiento. MitoSG1 ejerce efectos citotóxicos con una 
IC50 de 3.6µM, con intervalos entre 2.28µM y 5.9µM. 
Adicionalmente MitoSG1 genera una afectación del potencial 
de membrana a las 24 horas de tratamiento, evidenciando 
una inducción temprana a apoptosis vía mitocondrial. Por 
su parte la Mitometformina presentó sobre la línea celular 
HepG2 una IC50 de 358.7µM, una concentración mayor que 
la requerida por MitoSG1, concluyendo en HCC que la línea 
celular es más susceptible al desequilibro del estado REDOX 
ocasionado por MitoSG1, que a la posible afectación causada 

por la activación de AMPK o inhibición de la Glicerofosfato 
Deshidrogenasa, ocasionada por Mitometformina.

MitoSG1 genera efectos citotóxicos en las líneas celulares 
Triple Negativas de seno MDA MB231 y MDA MB468, con 
IC50 que oscilan entren 1 y 2µM del compuesto, así como 
una afectación del potencial de membrana, indicándonos que 
la mitocondria es su blanco de acción.

MitoSG1 presentó efectos sinérgicos con Erlotinib y 
Doxorubicina en la línea Celular HepG2, así como un 
efecto aditivo con Sorafenib. En el caso de MDA MB231, 
MitoSG1 potencia los efectos citotóxicos  de  Doxorubicina, 
sugiriéndonos su potencial uso como coadyuvante del 
tratamiento. 

Aspectos éticos. En el desarrollo de esta investigación no 
se incluyeron estudios en humano o animales, por lo que su 
desarrollo no implicó ningún tipo de riesgo y por ende, no 
le aplican las consideraciones de las Resolución 8430 de 
1993. Los experimentos fueron realizados en líneas celulares 
comerciales.
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DAY 1: THURSDAY, NOVEMBER 19, 2015

SESSION 1 Diabetes and Metabolic Syndrome

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Rinesh Godfrey University Hospital Münster Hyperglycemia-induced deregulation of thioredoxin system contributes to the functional impairment of monocytes resulting in compromised collateral remodelling in diabetes mellitus
2:50 pm - 3:10 pm James Galligan Vanderbilt University Histones are Major Targets for Modification by Glucose-Derived Methylglyoxal
3:10 pm - 3:30 pm Rocio Foncea University of Minnesota Mitochondrial dysfunction and fragmentation induced by inflammation and oxidative stress is prevented by SERCA2 activation in adipocytes
3:30 pm - 3:50 pm Amy Hauck University of Minnesota Histone carbonylation is a novel redox-regulated epigenomic modification in adipose tissue of obese C57/Bl6 mice
3:50 pm - 4:10 pm Hon-Chi Lee Mayo Clinic The Role of Nrf2 Signaling in the Regulation of Vascular BK Channels in Diabetes

SESSION 2 Novel Methods

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Melissa Kemp Georgia Institute of Technology A novel microtubule bound protein reporter for spatial resolution of intracellular oxidation
2:50 pm - 3:10 pm Murugaeson Kumar Baylor University Sulfomics and Nitromics: Characterizations of S- and N-based speciation in reactions of GSNO with H2S
3:10 pm - 3:30 pm Joshua Chandler Emory University Quantified Redox Proteomic and Metabolomic Effects of Switching Peroxidase-Derived Oxidants in Human Lung Epithelial Cells
3:30 pm - 3:50 pm Jacek Zielonka Medical College of Wisconsin Spin trapping with fluorescence detection: Novel method for specific and sensitive fluorimetric detection of superoxide radical anion
3:50 pm - 4:10 pm Troy Langford MIT FRET-based Probe for H2O2-induced Peroxiredoxin-2 Oxidation

SESSION 3 Neuroscience

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Jessica Nichols University of Alabama at Birmingham Evaluation of a Catalytic Oxidoreductant in Reducing Oxidative Stress and Neuroinflammation following Repeated Mild Traumatic Brain Injury
2:50 pm - 3:10 pm Eugenio Barone Sapienza University of Rome Biliverdin Reductase-A Inactivation Promotes Insulin Resistance in Alzheimer Disease: A New Paradigm
3:10 pm - 3:30 pm Willayat Wani University of Alabama at Birmingham Role of O-GlcNAcylation in Autophagy, Protein Homeostasis, and Neuronal Bioenergetics
3:30 pm - 3:50 pm Allan Butterfield University of Kentucky Insulin Resistance and Autophagy Dysfunction in Brain in the Progression of Alzheimer Disease: Role of Elevated Oxidative Stress and Link of T2DM to Increased Risk of AD 
3:50 pm - 4:10 pm Fabio Di Domenico Sapienza University of Rome OXIDATIVE SIGNATURE OF CSF FROM MILD COGNITIVE IMPAIRMENT AND ALZHEIMER DISEASE PATIENTS

DAY 2: FRIDAY, NOVEMBER 20, 2015

SESSION 4 Cancer and Cell Migration

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Sandra Sanabria-Barrera Fundación Cardiovascular de Colombia Targeting triple-negative breast cancer metabolism and bioenergetics by mitochondria-targeted SG-1 nitroxide (Mito-SG1)
2:50 pm - 3:10 pm Sanjit Dhar University of Kentucky Inhibition of autophagy reveals a novel mechanism by which DNA polymerase gamma (Pol-g) prevents cancer development
3:10 pm - 3:30 pm Bartosz Szczesny The University of Texas Medical Branch H2S: a supporter of mitochondrial DNA repair and cellular bioenergetics in lung cancer cells
3:30 pm - 3:50 pm Sophia Park University of Arizona The clinical antimalarial mefloquine induces lethal ER and oxidative stress targeting BRAF-kinase inhibitor-resistant malignant melanoma cells
3:50 pm - 4:10 pm Thomas Leto NIH, NIAID Peroxiredoxin 6 (Prdx6) supports NADPH oxidase1 (Nox1)-based reactive oxygen species generation and cell migration

SESSION 5 Inflammation and Immunity

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Clare Hawkins Heart Research Institute The myeloperoxidase-derived oxidant hypochlorous acid induces extracellular trap formation and promotes the inflammatory response in primary human macrophages
2:50 pm - 3:10 pm Adam Speen University of North Carolina Ozone-derived Oxysterols and LXR Signaling: An Emerging Mechanism Behind Inflammation in the Human Airway
3:10 pm - 3:30 pm Adam Case University of Nebraska Inverse Regulatory Effects of Mitochondrial Superoxide in Resting and Activated T-lymphocytes
3:30 pm - 3:50 pm Jeffrey Keenan Duke University Mitochondrial Transcription Factor A Heterozygosity Leads to Oxidative Stress, Mitochondrial Damage, and Cardiac Injury in S. aureus Sepsis in Mice 
3:50 pm - 4:10 pm Vlad Serbulea University of Virginia Oxidized phospholipids control adipose tissue macrophage bioenergetics and inflammatory capacity through a TLR2-Syk-Ceramide dependent pathway

SESSION 6 Cardiovascular Disease

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Brandon Schickling The University of Iowa Coordinated microRNA silencing of Nox4 NADPH oxidase and myocardin regulates smooth muscle cell dedifferentiation in vascular disease.
2:50 pm - 3:10 pm Sergey Dikalov Vanderbilt University The Redox Sensitive Inactivation of Mitochondrial Sirt3, SOD2 Hyperacetylation and Complex I Superoxide Production in Endothelial Dysfunction and Hypertension
3:10 pm - 3:30 pm Lucia Lopes University of São Paulo Redox-dependent interaction between protein disulfide isomerase and p47phox activates Nox1 NADPH oxidase in vascular disease.
3:30 pm - 3:50 pm Rebecca Charles Kings College London Nitro-oleic acid inhibits soluble Epoxide Hydrolase via adduction at Cys521 to provide cardioprotection against ischemia and reperfusion injury
3:50 pm - 4:10 pm Benoit Boivin Montreal Heart Institute Cardiac-specific deletion of protein tyrosine phosphatase 1B exacerbates pressure overload-induced hypertrophy and heart failure in mice



DAY 3: SATURDAY, NOVEMBER 21, 2015

SESSION 7 Aging & Antioxidants

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Akshaya Chandrasekaran SUNY Polytechnic Institute Redox-dependent calcium-mediated signaling networks that control the senescence associated secretory phenotype (SASP)
2:50 pm - 3:10 pm Matthew Campbell University of Washington - Seattle Reducing oxidative stress restores thiol proteome and improves energetics and performance in aged mouse skeletal muscle
3:10 pm - 3:30 pm Matthew Hancock King's College London Nox4 regulates exercise performance and cardiac function during acute exercise in mice
3:30 pm - 3:50 pm Artak Tovmasyan Duke University Mn porphyrin-based SOD mimic and vitamin C enhance radiation-induced tumor growth inhibition
3:50 pm - 4:10 pm Mitchell Coleman The University of Iowa Intraarticular Administration of N-Acetylcysteine Prevents Progression of Post-Traumatic Osteoarthritis in a Large Animal Model of Intraarticular Fracture

SESSION 8 Pulmonary Disease

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm David McMillan University of Vermont TLK117-induced GSTP inhibition attenuates TGF-&[beta]-induced lung fibrotic remodeling
2:50 pm - 3:10 pm Yun-Min Zheng Albany Medical College Crosstalk between Rieske iron-sulfur protein-mediated mitochondrial ROS and ryanodine receptor-mediated sarcoplasmic reticulum Ca2+ release during hypoxic challenge in pulmonary vascular smooth muscle cells
3:10 pm - 3:30 pm Qian Li University of Alabama at Birmingham Attenuation of Hyperoxia-Induced Lung Developmental Deficits by Aurothioglucose in Newborn Mice is Associated with Thioredoxin Reducase-1 Inhibition and Heme Oxygenase-1 Induction?
3:30 pm - 3:50 pm David Heppner University of Vermont A role for DUOX1 and NOX2 in the redox regulation of EGFR signaling in the airway epithelium.
3:50 pm - 4:10 pm Olga Rafikova University of Arizona Reductive stress associated with male gender contributes to the pulmonary hypertension and right ventricle dysfunction

SESSION 9 Protein Oxidation in Disease

TIME PRESENTER AFFILIATION ABSTRACT TITLE

2:30 pm - 2:50 pm Jos van der Velden University of Vermont Glutathione S-Transferase P1-catalyzed Protein S-Glutathionylation in lung cancer
2:50 pm - 3:10 pm Stacey Mont Vanderbilt University Identification of isoketal-modified proteins and genes that regulate their formation.
3:10 pm - 3:30 pm Michael Davies University of Copenhagen Reactions of oxidants with disulfide bonds: evidence for selective reactivity at specific sites
3:30 pm - 3:50 pm Maryam Karimi Heart Research Institute Characterisation of the products of disulfide bond oxidation by the inflammatory oxidant hypochlorous acid (HOCl)
3:50 pm - 4:10 pm Matthew Smith University of Alabama at Birmingham Mitochondrial protein thiols control metabolism by modulating activity and levels of key metabolic enzymes
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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. 
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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. 
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Sandra Milena Sanabria-Barrera1,2, Lissette Carolina Sanchez-
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Gonzalez-Ortiz1, Micael Hardy3, Olivier Ouari3, and Marcos Lopez1,2 
1Cardiovascular Foundation of Colombia, Santander, Colombia, 
2Universidad del Valle, Cali, Colombia, 3

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

Effects Beyond Mitochondria 
 

Sanabria-Barrera SM1,2, Hardy M3, Ouari O3, Lopez M1,2 
 

1Translational 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. 
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