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RESUMEN: El cancer de mama es la primera causa de muerte por neoplasia en mujeres a nivel
mundial, es una enfermedad compleja y de etiologia multifactorial, lo cual dificulta su
tratamiento. Esta enfermedad se clasifica mediante inmunohistoquimica en tres subtipos: el
subtipo positivo a receptores hormonales (ER+), el cual responde a la terapia hormonal, el
subtipo positivo al receptor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2+), que se trata con
el anticuerpo monoclonal trastuzumab y el cancer de mama triple negativo (TN) que carece de
biomarcadores para su diagnéstico y para terapia dirigida. Existe una amplia informacion acerca
de alteraciones presentes en las células cancerosas, por ejemplo, el incremento de especies
reactivas de oxigeno (ERO), que esta asociado al dafio al ADN, la inestabilidad gendmica, la
activacion de distintas vias de sefializacion relacionadas con la supervivencia y la proliferacion
celular y al incremento en la secrecion de citocinas proinflamatorias, propiciando el origen y
progresion del cancer. En el presente trabajo, se determinaron los niveles y el origen de las ERO
en diferentes lineas celulares de cancer de mama, lo que permitié establecer una correlacion
entre los niveles basales de ERO y el subtipo de cancer de mama, siendo el TN el que presentaba
mayores niveles de ERO, en comparacion con el subtipo ER+ y el control no tumorigénico. Se
demostro que las lineas celulares TN son mas sensibles al tratamiento con el antioxidante
general N-acetilcisteina, pero no responden de igual modo al antioxidante mitocondrial
MitoTempo. Por otro lado, se establecio una correlacion entre los niveles elevados de ERO y el
incremento en la secrecion de diferentes citocinas proinflamatorias, ya que las lineas TN,
mostraron tasas elevadas de MIF, IL-6 e IL-8. De manera importante, la secrecion de MIF se
redujo al proporcionar un tratamiento antioxidante con N-acetilcisteina. Por todo lo anterior, se
propone que las ERO podrian tener un alto potencial como biomarcadores de malignidad y como
blanco de terapia en cancer TN, que actualmente tiene el peor prondstico y sigue siendo el Unico
subtipo de cancer de mama que carece de una terapia dirigida.

Palabras clave: ERO, interleucinas proinflamatorias, antioxidantes, MIF, NAC, MitoTEMPO.



ABSTRACT: Breast cancer is the leading cause of death from neoplasia in women worldwide,
it is a complex disease with a multifactorial etiology, which makes its treatment difficult. Breast
cancer is classified by immunohistochemistry into three subtypes: the hormone receptor positive
(ER +) subtype, which responds to hormonal therapy; the epidermal growth receptor type 2
subtype positive (HER2 +), which is treated with the monoclonal antibody trastuzumab and
triple negative breast cancer (TN), which lacks biomarkers for diagnosis and targeted therapy.
There is extensive information about alterations present in cancer cells, as an example, an
increase in reactive oxygen species (ROS), which has been associated with DNA damage,
genomic instability, the activation of different signaling pathways related to survival and cell
proliferation and increase in the secretion of proinflammatory cytokines, promoting the origin
and progression of cancer. In the present work, ROS levels and potential sources were
determined in different breast cancer cell lines, which allowed us to establish a correlation
between basal levels of ROS and the breast cancer subtype, with TN showing the highest levels
of ROS, compared to the ER+ subtype and the non-tumorigenic control. TN were also more
responsive to treatment with the general antioxidant N-acetylcysteine, but not to the
mitochondrial antioxidant MitoTempo. On the other hand, a correlation was established between
elevated ROS levels and increased secretion of different proinflammatory cytokines, because
the TN lines showed high rates of MIF, IL-6 and IL-8. Importantly, MIF secretion decreased
when cells were treated with the antioxidant N-acetylcysteine. Therefore, it is proposed that
ROS are potential biomarkers of malignancy and as a target for therapy in TN cancer, which
currently has the worst prognosis and remains the only subtype of breast cancer that lacks a
targeted therapy.

Key words: ROS, proinflammatory interleukins, antioxidants, MIF, NAC, MitoTEMPO.



CAPITULOI.
ANTECEDENTES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS.



1. Introduccién

El cancer de mama es considerado un grave problema de salud pablica, debido a que es
la neoplasia mas comdn en mujeres, ya que representa alrededor del 25 % de todos los canceres
femeninos y se diagnostican anualmente 1.8 millones de casos nuevos al afio en todo el mundo®.
En Ameérica Latina, el cAncer de mama es la neoplasia mas frecuente con 199, 734 nuevos casos
diagnosticados anualmente, en México se diagnostican 27, 000 casos nuevos cada afio 1. Es una
enfermedad altamente compleja, heterogénea y de etiologia multifactorial 2, lo que a lo largo
del tiempo ha dificultado su deteccion temprana y oportuna y de manera muy importante ha
limitado su tratamiento, razon por la cual presenta una alta tasa de mortalidad 2.

Actualmente, se conocen distintos aspectos bioldgicos, genéticos y moleculares de este
tipo de cancer, lo que hace posible clasificarlo en diferentes subtipos y a su vez permite conocer
el prondstico de la enfermedad, establecer un tratamiento dirigido o disefiar y desarrollar
biomarcadores y terapias dirigidas para cada subtipo*. Ejemplo de ello, es la clasificacion que
se realiza mediante inmunohistoquimica, de la cual se conocen tres subtipos de cancer de mama:
aquellos que son positivos a receptores hormonales (PR+/ER+) y responden a la terapia
endocrina; el subtipo de cancer de mama enriquecido con el receptor de crecimiento epidérmico
humano tipo 2 (HER2+), que se trata con el anticuerpo monoclonal trastuzumab y el subtipo
triple negativo (TN), el cual carece de terapia dirigida y cuya Unica opcion de tratamiento es la
quimioterapia *°.

Existe una amplia informacion acerca de las alteraciones presentes en las células
cancerosas, por ejemplo, se han descrito cambios metabdlicos, mutaciones, vias de sefializacion
alteradas y en fechas recientes, se ha asociado el incremento de especies reactivas de oxigeno
(ERO) con la carcinogénesis. Las ERO son subproductos del consumo de oxigeno y del
metabolismo celular, se forman de la reduccion parcial del oxigeno molecular y son moléculas
de vida corta altamente inestables, entre las cuales podemos mencionar al anién superéxido (02~
), el radical hidroxilo (OH") y el peroxido de hidrégeno (H202) 8. Estas especies se forman de
manera natural en las células y tienen un papel fundamental en distintas vias de sefalizaciéon.
Sin embargo, el aumento intracelular de las mismas y la disminucién de los sistemas
antioxidantes, pueden ocasionar importantes dafios estructurales en las células como dafios al

ADN, oxidacion de acidos grasos poliinsaturados, oxidacién de los aminoacidos de las
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proteinas, entre otros, lo que se conoce como estrés oxidante, el cual est& asociado a diferentes
enfermedades como el dafio cardiovascular, el envejecimiento, la artritis reumatoide ’,
enfermedades neurodegenerativas 8 y cancer 5°.

Hoy en dia, se sabe que diferentes tipos de células tumorales producen niveles elevados
de ERO en comparacion con sus células homologas no tumorales, ademas de mostrar una mayor
dependencia de sistemas antioxidantes'. Estas caracteristicas pueden tener diversas funciones
en las células cancerosas, por ejemplo, la activacion de vias de sefializacién protumorigénicas,
la activacion de vias relacionadas con la proliferacion y supervivencia celular, dafios al ADN,
inestabilidad gendmica, inactivacion de genes supresores de tumores y la resistencia al
tratamiento® 1. Algunos de los tipos de cancer en los que se ha observado una elevacion de las
ERO son la leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide aguda, cancer gastrico y cancer de
mama®. Contrariamente, también se sabe que las ERO pueden tener un papel antitumorigénico,
ya que pueden desencadenar la muerte celular inducida por estrés oxidante.

De acuerdo con lo anterior, las células tumorales expresan niveles elevados de proteinas
antioxidantes para desintoxicar los niveles elevados de ERO, de tal manera que son capaces de
establecer un equilibrio redox, manteniendo la sefializacién protumorigénica y la resistencia a
la apoptosis, razén por la cual, la manipulacion de las ERO puede representar un blanco
potencial para las terapias contra el cancer®. Se han descrito diferentes vias en las cuales las
ERO podrian estar implicadas en la oncogenesis mediando la proliferacion y supervivencia
celular; por ejemplo: la regulacion de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK/ERK), la del factor nuclear xB (NF-xB), la via de fosfoinositido 3-cinasas
(PIBK/AKT), la regulacion del factor Inducible por Hipoxia-la (HIF-1a) y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF)!0: 1214

Por otro lado, se sabe que las ERO pueden activar complejos multiproteicos como el
inflamasoma, el cual media la secrecién de interleucinas proinflamatorias implicadas en la

sobrevivencia de células cancerosas como la IL-1B y la 1L-18%16,



1.1 Antecedentes

El cancer de mama se define como el crecimiento descontrolado de las células del
epitelio de los conductos o lobulillos de las mamas con la capacidad de diseminarse *’. Los
subtipos de cancer de mama se identifican habitualmente mediante inmunohistoquimica, por la
presencia de receptores como: el receptor de estrogeno (ER+), el receptor de progesterona (PR+)
y el receptor HER2 y esto define el prondstico de la paciente y su tratamiento * > 18,

Otra clasificacion del cancer de mama, es la clasificacion molecular que al igual que la
clasificacion por inmunohistoquimica permite predecir el grado de la enfermedad, la cual se

muestra en la siguiente tabla:

Luminal
A

Alta expresion de genes
epiteliales luminales y genes
relacionados con ER.

Mutaciones en PI3K,
MAPKs y GATAS3.

ER+, PR >20%,
HER2-, Ki67 bajo.

Luminal

Menor expresiébn de genes
epiteliales luminales y genes
relacionados con ER.

Mayor expresiébn de genes
relacionados con la proliferacion
y HER2, que las luminal A.

Similar a la luminal A, pero
con una mayor prevalencia
de mutaciones en p53 y Rb.
Asi como mutaciones en
Myc y FOXML.

ER+, PR <20%
HER2+ o Ki67 alto.

HER 2

Alta  expresion de genes
relacionados con HER2, baja
expresion de genes relacionados
con ER.

HER2 amplificado

ER—, PR—, HER2+

Basal

Alta expresion de genes de
proliferacion y de epitelio basal.
Baja expresion de  genes
relacionados con HER2 y ER.

Mutaciones en p53, perdida
de la funcibn de Rb vy
BRCAL.

Amplificacion de MYC y
PI3K.

ER—, PR—, HER2

Tabla 1. Clasificacion molecular del cancer de mama. Esta clasificacion se basa en perfiles de
expresion génica, aunque es muy util por su valor predictivo en la enfermedad, no se usa comiunmente
en la practica clinica debido a la complejidad y costo de la técnica .



1.2 Factores de riesgo en cancer de mama

Los principales factores de riesgo para desarrollar cancer de mama son el inicio de la
menstruacion a edades tempranas, la nuliparidad, la historia familiar con antecedentes de cancer
de mama, mutaciones genéticas (BRCA1l y BRCAZ2), la obesidad, factores conductuales (por
ejemplo el tabaquismo), entre otros 2292,

Factores reproductivos: Dentro de estos factores se incluyen la menstruacién a edades
tempranas, la nuliparidad o la edad tardia del primer embarazo y la menopausia tardia. La
relacion entre estos eventos y el desarrollo de cancer mamario se debe a un mayor tiempo de
exposicion a estrogenos. De hecho, los factores reproductivos estan fuertemente asociados con
el desarrollo de cancer mamario ER+ 22 %,

BRCAL y BRCA2: Se trata de dos genes que se encuentran en el cromosoma 17¢g21 y
13q12, respectivamente. Ambos codifican proteinas supresoras de tumores, por lo cual se ha
observado que la deficiencia 0 mutacion de estos genes induce la aparicién de cancer. Por
ejemplo, la deficiencia de BRCA1 conduce a la desregulacion del ciclo celular y a la
inestabilidad gendmica. Por otro lado, el gen BRCA2 regula la reparacion de roturas de doble
cadena en el ADN, ya que interactia con RAD51 y DMCL1, por lo cual su deficiencia o una mala
funcion estan asociadas a la inestabilidad gendmica. Con respecto al cAncer de mama, se sabe
que las mutaciones en estos genes incrementan considerablemente el riesgo de desarrollar la
enfermedad, de hecho alrededor de 5 al 10% de todos los canceres de mama son causados por
la aparicion de estas mutaciones 23,

Obesidad: Diversos estudios han demostrado que hay una asociacidn significativa entre
la obesidad y el cAncer de mama, ya que se ha relacionado esta condicidn con el incremento de
la produccion de estrogenos, el aumento de la secrecidn de citocinas proinflamatorias y el
incremento del estrés oxidante 24,

Tabaquismo: El consumo de tabaco esta asociado principalmente a la incidencia en
cancer pulmonar. Asi mismo, existe una correlacion entre el tabaquismo y otros tipos de cancer,
incluido el cancer de mama®. Es bien sabido, que el humo del tabaco contiene mas de 60
carcindgenos conocidos, de esos 60 se ha documentado que al menos 20 sustancias quimicas

inducen tumores mamarios en modelos de roedores 2°, sin embargo y pese a estas evidencias, el



mecanismo por el cual el tabaquismo puede inducir cancer mamario, no esta perfectamente

dilucidado.

1.3 Tratamiento en el cAncer de mama

El tratamiento en el cancer de mama es multidisciplinario y puede incluir cirugia y
radioterapia. El tratamiento sistémico incluye la quimioterapia, la terapia endocrina y en fechas
recientes, la terapia dirigida a blancos moleculares y la inmunoterapia 2’.

Actualmente, la clasificacibn mediante inmunohistoquimica ha resultado ser de gran
utilidad al momento de proporcionar un tratamiento dirigido. El subtipo de céncer con
receptores hormonales positivos (ER+/PR+) (70% de los casos) suele tratarse con terapia
hormonal. En el caso del cancer de mama positivo al receptor de factor de crecimiento
epidérmico humano tipo 2 (HER2+) (15-20% de los casos) se usan tratamientos dirigidos contra
HER?2, particularmente trastuzumab. Finalmente, el subtipo de cancer triple negativo (TN) (15%
de los casos) carece de un tratamiento dirigido y se trata mediante el uso de quimioterapia * %',
Segun el estadio de la enfermedad al diagnostico, en el cAncer de mama no metastasico los
objetivos principales son: erradicar el tumor, los ganglios linfaticos regionales y evitar la
metéstasis. En el caso del cancer de mama metastasico los objetivos terapéuticos se enfocan en
prolongar la vida y en proporcionar terapia paliativa, ya que actualmente no hay una cura para
estas pacientes 4. En la tabla 2 se describe con mayor detalle el tratamiento que se proporciona

a las pacientes en funcién al subtipo de cancer de mama.



Definiciéon
histopatoldgica

Tumores que muestran
una tincion positiva a
receptores hormonales.

Tumores que presentan
una tincién positiva a
HER2(+) o una
amplificacion del gen.

Tumores que no
presentan tincion
positiva a receptores
hormonales ni al
receptor HER2.

Patogénesis

El receptor de estrégeno

El receptor HER 2 se

Desconocida

ciclofosfamida/paclitaxel
Docetaxel/ciclofosfamida
Via intravenosa por 12 a
20 semanas.

semanas.
Terapia endocrina vy
terapia dirigida contra
HER2 (pacientes que son
positivas a HER2 vy
receptores hormonales):
Tamoxifeno, letrozol,
anastrozol y exemestano.
Via oral por un periodo de
5 a 10 afios.

molecular que regula vias de encuentra
crecimiento oncogénicas.  sobreexpresado.
Terapia Terapia endocrina (todas Quimioterapia y terapia Quimioterapia (todas las
sistémica las pacientes): dirigida contra HER2 pacientes):
Tamoxifeno, letrozol, (todas las pacientes): Adriamicina/
anastrozol y exemestano.  Paclitaxel/trastuzumab ciclofosfamida
Via oral por un periodode Adriamicina/ Adriamicina/
5 a 10 afios. ciclofosfamida/paclitaxel  ciclofosfamida/paclitaxel
Quimioterapia (algunas /trastuzumab. Docetaxel/ciclofosfamida
pacientes): Docetaxel/carboplatino/  Via intravenosa, por un
Adriamicina/ trastuzumab. periodo de 12 a 20
ciclofosfamida Terapia intravenosa, por semanas.
Adriamicina/ un periodo de 12 a 20 Sin terapia dirigida

Tabla 2. Alternativas terapéuticas para el cancer de mama en funcion al subtipo molecular. La terapia
en cancer de mama consiste en terapia hormonal para las pacientes con presencia de receptores
hormonales, para pacientes con el subtipo HER2+ la terapia consiste en el anticuerpo monoclonal
trastuzumab, que esta dirigido a este receptor y finalmente las pacientes TN que carecen de terapia
dirigida .

1.3.1 Quimioterapia

Es un tratamiento contra el cancer que utiliza medicamentos para detener el crecimiento
de las células cancerosas, ya sea matando las células o deteniendo la division celular. Puede
administrarse por via oral o intravenosa para que los farmacos entren al torrente sanguineo y

puedan llegar a las células cancerosas en todo el cuerpo (quimioterapia sistémica). Por otro lado,



cuando la quimioterapia se coloca directamente en el liquido cefalorraquideo, un 6rgano o una
cavidad corporal como el abdomen, los farmacos afectan principalmente a las células cancerosas
en esas areas (quimioterapia regional). La forma en que se administra la quimioterapia depende
del tipo y la etapa del cancer que se esté tratando 2.

Algunos farmacos quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento de cancer de mama
incluyen:

Taxanos: Ejercen su accion al unirse a la B-tubulina, componentes de los microtubulos
que dan lugar a la formacion de microtibulos estables. Como se sabe los microtibulos son
importantes componentes del uso mitotico, por lo cual son esenciales para la division celular,
basicamente los taxanos frenan la mitosis, lo que explica su accion antineoplasica. Ejemplos de
estos venenos mit6ticos son: paclitaxel y docetaxel 28,

Antraciclinas: Este tipo de farmaco presenta accion citostatica y citotoxica. Esto se debe
a su capacidad para formar radicales libres e inducir peroxidacion de lipidos y ocasionar dafios
a nivel de membrana celular. Sin embargo, su mecanismo mejor caracterizado es la union al
ADN vya sea intercalandose o formando uniones covalentes, lo que lleva a la modificacion de
bases, que a su vez son responsables en la replicacion y transcripcion del ADN, cuando estos
dos procesos no ocurren adecuadamente se induce la reparacion o la muerte celular #°.

Compuestos platinados: inducen dafio en el ADN, lo que da como resultado la activacion
de la tirosin cinasa c-ABL y la fosforilacion de TAp73, formando homotetrameros que se unen

a sus genes diana como PUMA y NOXA, dando como resultado la apoptosis *°.

1.3.2 Terapia endocrina

Consiste en eliminar o bloquear la accion de las hormonas con la finalidad de evitar que
las células cancerosas crezcan y se diseminen, ya que esta demostrado que algunas hormonas
que produce el organismo provocan el crecimiento celular en algunos tipos de cancer incluido
el cancer de seno. Como ejemplo tenemos al estradiol, producido por los ovarios. Para bloquear
su efecto se emplea el tratamiento con tamoxifeno. También se puede usar la terapia hormonal
con un agonista de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), se administra a

algunas mujeres premenopausicas que acaban de recibir un diagnostico de cancer de mama con



receptor hormonal positivo. Estos agonistas actian disminuyendo el estrégeno y la progesterona
del cuerpo. Asi mismo puede proporcionarse la terapia hormonal con un inhibidor de la
aromatasa que se administra en mujeres posmenopausicas que tienen cancer de mama positivo
al receptor hormonal. Los inhibidores de la aromatasa disminuyen el estrégeno del cuerpo

bloqueando la enzima aromatasa encargada de convertir los andrdgenos en estrogenos .

1.3.3 Terapia dirigida e inmunoterapia

La terapia dirigida es un tratamiento en el que se emplean farmacos dirigidos a eliminar
las células cancerosas sin dafiar las células sanas. La terapia hormonal, los anticuerpos
monoclonales, inhibidores de tirosina cinasa, inhibidores de cinasa dependientes de ciclina e
inhibidores de PARP son tipos de terapias dirigidas con utilidad clinica en el tratamiento del
cancer de mama %',

En este tipo de terapia los anticuerpos se unen especificamente a los antigenos tumorales
de las células cancerosas lo que conduce a la erradicacion de las mismas (inmunoterapia
especifica) 3.

El tratamiento con anticuerpos es un tipo de inmunoterapia pasiva donde se emplean
anticuerpos monoclonales que se unen a receptores o0 antigenos en la superficie de las células
tumorales bloqueando las interacciones receptor-ligando y reclutando las células efectoras
contra el tumor. El ejemplo de esta terapia es el uso del trastuzumab, un anticuerpo monoclonal
que se une al receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER?2), inhibiendo
la sefializacion del receptor en células cancerosas que sobreexpresan este receptor 2,

En la inmunoterapia contra el cancer se busca igualmente prevenir la carcinogénesis, la
reincidencia del cancer y las metastasis utilizando la respuesta inmune y crear un estado de
vigilancia inmunoldgica que eliminara las células tumorales a medida que se presenten, ejemplo
de ello son los linfocitos T citotdxicos (CTLs) que pueden buscar y destruir células metastasicas
y las asesinas naturales (NK) que representan una respuesta de primera linea contra las células

cancerigenas®:.



1.3.4. Cirugia

La mayoria de las pacientes con cancer de mama requiere cirugia para extirpar el tumor,
en primera instancia puede recurrirse a la biopsia de ganglio centinela, el primer ganglio que
recibe el drenaje linfatico del tumor y es por lo tanto el primer sitio en donde se puede producir
la propagacion del cancer. Posteriormente, se procede a eliminar el tumor mediante cirugia
conservadora del seno o mastectomia radical. La primera consiste en extirpar el tumor y algln
tejido normal alrededor de él, pero no el propio seno. Parte del revestimiento de la pared del
pecho también se puede retirar si el cancer esté cerca de él. La mastectomia radical consiste en
extirpar toda la mama que tiene cancer, asi como algunos ganglios linfaticos. Finalmente, la
mastectomia radical modificada en la cual se extirpa toda la mama con cancer, un porcentaje
importante de los ganglios linfaticos, el revestimiento de los musculos del pecho y en algunos

casos parte de los masculos de la pared torécica 2’

1.3.5 Radioterapia

Consiste en un tratamiento contra el cancer en el que se utilizan rayos X de alta energia
y otros tipos de radiacion para eliminar las células cancerosas y evitar que se propaguen. Puede
ser tanto externa como interna. En la primera, se utiliza una maquina gque envia radiacién hacia
el tumor de manera localizada. En la radioterapia interna se inyecta estroncio 89 (3Sr) por via
intravenosa, el cual viaja a la superficie de los huesos en donde se libera la radiacién, eliminando

las células cancerosas que se han diseminado al sistema 6seo 2’.

1.4 Biologia redox

1.4.1 Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas que se forman del metabolismo
del oxigeno y sus productos de reaccion con otras moléculas 34 3°, Por otro lado, las especies
reactivas de nitrégeno (RNS) son subclases de las ERO que contienen compuestos de nitrégeno

y que se originan en la reaccion de las mismas con el 6xido nitrico (NO») *¢. Ambas participan
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en el desarrollo celular en procesos de proliferacion, diferenciacion, censado de oxigeno e
inmunidad adaptativa, a través de su interaccion con macromoléculas y modificaciones
oxidativas reversibles ® . Las ERO se clasifican en 2 tipos: radicales libres y no radicales
libres 3438 que resultan de la reduccion parcial del oxigeno molecular (Tabla 3) 343,

Oxigeno singulete sigma (0'Yg") Oxigeno singulete delta (O,'Ag)
Superdxido (02) Peréxido de hidrogeno (H205)
Hidroxilo (OH") Ozono (O3)
Peroxilo (ROy) Anién peroxinitrito (ONOO")
Alcoxilo (RO) Acido hipocloroso (HOCI)

Tabla 3. ERO de interés bioldgico. Las ERO se clasifican en especies radicales y no radicales, las
primeras se caracterizan por su alta inestabilidad, ya que poseen uno o mas electrones desapareados,
caracteristica que las hace altamente reactivas y les confiere la capacidad de generar mas radicales, las
segundas son moléculas mas estables aunque si tienen poder oxidante, por lo tanto, tienen una menor
reactividad y tienden a ser menos nocivas a corto plazo *.

1.4.2 Formacion de ERO de interés biologico.

Oxigeno singulete: Las formas mas reactivas del oxigeno son los dos estados singuletes:
sigma (O2!Yg") y delta (O2!Ag). El estado sigma es de tipo radical libre, porque tiene dos
electrones no apareados, con el mismo nimero cuéntico de spin o espines paralelos. El estado
delta es del tipo no radical libre sin electrones no apareados, ya que sus electrones se ubican en
un mismo orbital y son anti paralelos . En los sistemas bioldgicos, la formacion del oxigeno
singulete es llevada a cabo por los fagocitos activados, los cuales estan presentes cuando hay
dafio celular por un agente patdgeno, lo que desencadena la liberacion de proteasas y ERO para
contrarrestar el dafio 3°.

Anion superoxido (O27): La formacion del radical o anion superdxido ocurre por la
reduccion univalente del oxigeno, es decir, si se le agrega un electrén al O2'Y'g* 3. El anion
superdxido tiene una funcién importante in vivo, ya que participa en la descarga respiratoria
(aumento subito de la produccion) de las células fagociticas activadas por contacto con
particulas extrafias en los eventos inmunolégicos 3% °.

Perdxido de hidrégeno (H20.): El peréxido de hidrégeno se forma gracias a la enzima

superdxido dismutasa (SOD), que cataliza la dismutacion del radical O2~ formando esta ERO.

11



El H202 no es un radical libre, sin embargo, es una molécula con una alta lipofilicidad, lo que
le permite atravesar con facilidad las membranas bioldgicas y reaccionar con el anién
superoxido en presencia de metales de transicion, lo que da pie a la formacion del radical
hidroxilo *°. Asi mismo, el H,O2 es una ERO de gran importancia bioldgica, debido a que tiene
un papel importante en la activacion e inactivacion de vias de sefializacion relacionadas con
distintas patologias como la neurodegeneracion *!, el envejecimiento “2 y cancer °.

Radical hidroxilo (HO+): E1 HOe se forma por la interaccion entre el HoO2 y metales de
transicion reducidos como el cobre y el hierro 38, Asi mismo, la molécula de H,O acepta un
electron mas que la divide a HOe« y el anion hidroxilo (HO"). Finalmente, el HOe acepta un
electron y un proton que resulta en la formacion de una molécula de H.O *3. EI HO" reacciona
con cualquier componente molecular, ademas, los organismos vivos no tienen un mecanismo
eliminador de esta especie de radical, por tanto, es altamente nociva *4.

Anion peroxinitrito (ONOO?): Si dos radicales libres reaccionan entre si pueden
compartir sus electrones no apareados formando un enlace covalente. Por lo tanto, el NO" y el
02" reaccionan rapidamente para formar el producto no radical peroxinitrito ONOQO", el cual a
pH fisiologico es protonado a acido peroxinitroso ONOOH. Este agente de nitracion puede
dafiar directamente proteinas, lipidos y ADN #4. EI ONOO™es un potente oxidante que induce
nitracion de tirosina, lipoperoxidacion y citotoxicidad y se han documentado niveles altos de

esta ERO en diversas enfermedades *°.

1.5 Fuentes de ERO

Las principales fuentes de ERO endogenas en células de mamiferos son: la cadena de
transporte electrénico mitocondrial, las enzimas NADPH oxidasas (NOX), la xantina oxidasa y

la NO sintasa no acoplada > 4.

1.5.1 Mitocondria

Las mitocondrias son uno de los mayores contribuyentes de ERO °. Dentro de las
principales funciones de las mitocondrias se encuentra la produccion oxidativa de ATP, como

parte del metabolismo energético #’. Se ha estimado que del 90-95% del oxigeno molecular es
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reducido en la mitocondria para la formacién de H2O por la citocromo C oxidasa ¢ y del 0.1-
2% de ese oxigeno se convierte en O>~ por su reduccién prematura, durante la fuga de electrones
en los complejos 1 y 111 de la cadena de transporte de electrones (CTE) “¢4°, La mayor parte del
Oz~ que se produce en las mitocondrias, se dismuta a H20> por la enzima manganeso superéxido
dismutasa (MnSOD) en la matriz mitocondrial. Interesantemente, se ha documentado que las
ERO generadas en el complejo | y Ill de la cadena de transporte de electrones, tienen un
importante papel en la sefializacion celular, de modo tal que el O generado en los complejo |
y 1y el HO> presente en el espacio intermembranal y en la matriz mitocondrial, son necesarios
para muchos procesos biol6gicos como diferenciacion celular y la inmunidad adaptiva (Figura
1)°. Asi mismo, se sabe que el incremento de ERO mitocondriales, esta relacionada con
multiples enfermedades como la neurodegeneracion *° y en algunos tipos de cancer como

leucemia linfocitica crénica ®!, cancer de prdstata °? y cancer de mama 2.

1.5.2 NADPH oxidasas (NOX)

Las NADPH oxidasas (NOX) son una familia de complejos proteicos de membrana
hemoflavinas cataliticas °*, ubicadas en mitocondria, reticulo endoplasmico y membrana
citoplasmaticas, cuya funcion principal es la de generar O, mediante la transferencia de un
electron del NADPH al oxigeno molecular *° %, La familia NOX consta de 7 isoformas
cataliticas: las NOX (1-5) y las oxidasas duales DUOX (1,2) que se clasifican dentro de esta
familia de proteinas ya que poseen similitudes en términos de estructura y funcion enzimatica.
Las 7 isoformas son proteinas transmembrana con caracteristicas bioquimicas, estructurales y
de localizacion subcelular que las distingue *°.

Las NOX transfieren electrones a través de las membranas bioldgicas para producir O2™
, lo siguiente es la dismutacion del O>™ a H.O: a través de una superdxido dismutasa cobre/zinc
(Cu, Zn SOD), el H202 que se genera puede difundirse a través de la membrana utilizando el
canal de aquaporina, permitiendo que el H>O> pueda afectar multiples eventos de sefializacion
celular (Figura 1.) %365, Dada la capacidad de las ERO generadas por las NOX de actuar como
segundos mensajeros, no es sorprendente que la desregulacion de NOX esté implicada en un
importante nimero de enfermedades que guardan cierta relacion con el estrés oxidante, como el

Alzheimer, Parkinson, enfermedades cardiacas y distintos tipos de cancer.
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En el contexto de céancer, los niveles elevados de ERO generados por NOX tienen dos
principales roles: la activacion de vias de sefializacion que favorecen la supervivencia, la
proliferacién y la transformacion celular; y por otro lado, la inestabilidad genémica, que
favorece la aparicion de mutaciones, dirigiendo de este modo la oncogénesis " 8. Algunos de
los tipos de cé&ncer en los que se ha observado la desregulacion a la alta de proteinas NOX 'y por
ende un incremento de ERO vy estrés oxidante, son el cancer de vejiga, mama, colon y rectal,
higado, leucemia, pulmén, melanoma, eséfago, ovario, pancreatico, prdstata, estdmago y
tiroides (Tabla 4) °. Todo lo anterior, respalda el papel importante de las NOX en la

tumorigénesis y en el mantenimiento de las distintas fases del desarrollo del cancer 578,

Mama NOX1, NOX5
Vejiga NOX1, NOX4
Colorrectal NOX1, NOX4
Higado NOX1, NOX4
Leucemia NOX2, NOX4, NOX5
Pulmén NOX4, DUOX1,2
Melanoma NOX2, NOX4, NOX5
Esofago NOX5
Ovario NOX1, NOX5
Pancreas NOX4
Prostata NOX1, NOX2. NOX4, NOX5, DOUX1,2
Estomago NOX1
Tiroides NOX4

Tabla 4. Isoformas de NOX sobre expresadas en los tipos de cancer mas comunes. Las NADPH
oxidasas son proteinas de membrana cuya Unica funcion es la generacién de ERO, se han encontrado
sobre expresadas en un numero importante de neoplasias, por lo cual podrian tener una importante
funcion como blanco de terapia. Modificado de: Moloney y Cotter °.

1.5.3 Fuentes adicionales de ERO

Ademas de la mitocondria y de las proteinas NOX, existen otras fuentes de ERO como
las ciclooxigenasas, xantina oxidasas, 6xido nitrico sintasas y citocromo p450°°, también se
pueden producir en diferentes compartimentos celulares u organulos, como los peroxisomas y
reticulo endoplasmico® *'.

Ciclooxigenasa (COX): Genera ERO estimulada por diferentes agentes como el TNFa,

la interleucina 1, el lipopolisacarido bacteriano y el promotor tumoral 4-o-tetradecanoilforbol-
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13-acetato (TPA) 4. En relacion al cancer, se haencontrado una asociacion entre el incremento
de la COX vy diferentes neoplasias como el cancer gastrico®, colorectal®® y el cancer de
pulmon®?,

Xantina oxidasa (XO): Es una metaloflavoproteina homodimérica que contiene
molibdeno (Mo®" /Mo**) como cofactor °°. La via de produccion de ERO que involucra a la XO
genera bajas concentraciones de O2~ en condiciones normales. Esta enzima cataliza la oxidacién
de muchos substratos endégenos como las purinas y exdgenos como el etanol, siendo su
principal funcién a nivel fisioldgico la oxidacion de la hipoxantina y de la xantina a &cido Urico.
La XO esta implicada en el dafio oxidante durante un proceso patolégico denominado isquemia-
reperfusion.

Oxido nitrico sintasa (NOS): Es una enzima que cataliza la conversion de L- arginina a
L-citrulina, produciendo 6xido nitrico, el cual es un gas que modula varias funciones que
incluyen la relajacion del masculo liso, la neurotransmision, la citotoxidad celular inmune y las
vias de nocicepcion ©.

Citocromo P450 (CYP): Es una superfamilia de proteinas tipo hemotiolato®* ® que
cataliza la oxidacion de moléculas hidrofobicas organicas, como lipidos, hormonas esteroideas
y Xenobidticos®®. La reaccion mas comdn de este tipo de enzimas es una reaccion de
monoxigenasa, en la cual la CYP une un O, para hidroxilar su sustrato®. EI O~ se produce
porque una porcién del oxigeno activado se libera de la enzima sin ninguna modificacion del
sustrato. EI H>O; se deriva de la fuga de electrones durante la protonacion del peroxicitocromo

p450, un intermediario de la reaccion®.
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Figura 1. Fuentes de ERO y su papel a nivel celular. Las ERO pueden tener distintos origenes en la
célula, siendo la mitocondria la principal productora de ERO gracias a la fuga de electrones durante la
fosforilacion oxidativa. Otra fuente importante son las proteinas NADPH oxidasas cuya Unica funcion
es la generacion de ERO. También se conocen otras fuentes de ERO como las ciclooxigenasas, xantina
oxidasas, dxido nitrico sintasas y citocromo P450, la cuales se han encontrado desreguladas en maltiples
enfermedades incluido el cancer. Por otra parte, asi como la célula tiene sistemas que producen ERO,
también cuenta con sistemas antioxidantes que le permiten amortiguar y defenderse de los potenciales
dafios a macromoléculas bioldgicas que las ERO pueden ocasionar, ejemplo de estos antioxidantes son:
la superoxido dismutasa (SOD) que dismuta el O,"aH20., la catalasa (CAT), la peroxiredoxina (PRX)
y la glutation peroxidasa (GPX), cuya funcion es convertir al H,O, en H,O. Finalmente, cabe destacar
que algunas ERO, tienen un importante papel en la sefializacion celular, siendo el H20- la molécula con
mayor capacidad sefializadora.

1.6 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida
de uno o mas electrones) de otra molécula, generalmente sustratos biolégicos como proteinas,
lipidos o acidos nucleicos, evitando de este modo la formacién de radicales libres y en
consecuencia previniendo el dafio celular. El sistema antioxidante es altamente complejo ya que

contrarresta eficientemente los niveles de ERO, por la accién de moléculas que pueden ser
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exdgenas o0 enddgenas para proteger a la célula del dafio de los altos niveles de radicales libres.
Un cambio en el balance entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes es denominado
como estrés oxidante, que lleva a una alteracion en la sefializacion redox y/o a dafio molecular
en proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos, y puede llevar a la muerte celular 87-%°, Por lo tanto,
el equilibrio entre ERO y antioxidantes, es esencial para la supervivencia y la sefializacion
celular normal °.

La desintoxicacion de ERO se logra mediante antioxidantes no enzimaticos y
enzimaticos, que participan en la recoleccion de ERO, principalmente eliminando al O,"y al
H20.. En la Tabla. 5 se muestra una clasificacion de este tipo de antioxidantes.

Enzimaticos No enzimaticos
Superéxido dismutasa (SOD) Glutation
Superdxido reductasa (SOR) Flavonoides

Catalasa (CAT) Vitamina A
Glutation peroxidasa (GPX) Vitamina C
Glutation reductasa (GPR) Vitamina E
Peroxirredoxina (PRX) Acido a-Lipoico
Tiorredoxina (TRX) Carotenoides

Tabla 5. Clasificacion de los principales antioxidantes. Las defensas antioxidantes consisten en
prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de uno o mas electrones) de otra molécula. Se han descrito un
grupo de enzimas especializadas o antioxidantes enzimaticos, que son capaces de inactivar por diferentes
mecanismos a las ERO. Los antioxidantes no enzimaticos, son moléculas gue actdan como cofactores de
enzimas antioxidantes o pueden oxidarse después del contacto con ERO ¥,

Las superdxido dismutasas (SOD) son metaloenzimas ubicadas en diferentes
compartimentos de la célula, estan incluidas la Cu, Zn-SOD citoplasmatica, la Mn-SOD
mitocondrial y la SOD extracelular. Estas desempefian un papel crucial en la eliminacion del
Oz, ya que catalizan la conversion Oz:- a Oz y H20., este Gltimo es removido posteriormente
por la catalasa (CAT) o glutation peroxidasa (GPX) "°. La CAT, que se localiza principalmente
en el citosol y en los peroxisomas, cataliza la conversion de H>O2 en H20O y Oz, como defensa
del dafio oxidante producido por el H.O, ™. La GPX cataliza la reaccion de oxidacion de GSH
a disulfuro de glutation (GSSG) utilizando para ello H202°".

Por otro lado, la peroxiredoxina (PRX) y la tiorredoxina (TRX), facilitan la reduccion
de peroxinitritos e hidroperoxidos a H>O, usando un sitio activo de cisteina, es decir permiten

la oxidacion de sus residuos de cisteina para neutralizar a las ERO como H20.. Las PRX son
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abundantes en muchos compartimentos celulares como el citosol, el reticulo endoplasmico, las
mitocondrias y los peroxisomas % 274,

Entre las principales moléculas antioxidantes no enzimaticas se encuentra el glutation
(GSH), un péptido que participa como sustrato en la actividad de enzimas antioxidantes como
la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y la glutation S transferasa (GST).
Su mecanismo de accidn consiste en reducir enlaces disulfuro formados por oxidacion de las
proteinas citoplasmaticas a cisteina, ya que es un excelente donador de electrones. Protege del
estrés oxidante, ya que actia como cofactor de enzimas detoxificantes, elimina al radical
hidroxilo y al oxigeno singulete directamente, y regenera las vitaminas C y E a su forma activa,
9,75_

Otros antioxidantes no enzimaticos son el acido a-lipoico, el cual es activo tanto en
lipidos como en fase acuosa. Los carotenoides son antioxidantes liposolubles, el mas importante
es el a-caroteno, que esta presente en membranas y lipoproteinas, evitando la peroxidacion
lipidica. Los flavonoides que también inhiben la peroxidacion lipidica y disminuyen la
formacion del radical hidroxilo por la reaccién quimica de Fenton . La vitamina E es
liposoluble y reacciona mas rapido que los acidos grasos poliinsaturados con radicales peroxilo
y por lo tanto rompen la reaccién en cadena de la peroxidacion lipidica ’®. El acido ascorbico o
vitamina C, es hidrosoluble y colabora con la vitamina E para regenerar el a-tocoferol de los

radicales a-tocoferol en las membranas y lipoproteinas .
1.7 Efecto de las ERO sobre las macromoléculas biologicas

Como se menciond con anterioridad, el desbalance de ERO y antioxidantes, da origen al
estrés oxidante, el cual produce dafio a nivel celular, como consecuencia del dafio a la estructura

y funcién biolégica de las macromoléculas biologicas mas abundantes en la célula como

proteinas, lipidos y acidos nucleicos.
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1.7.1 Efecto sobre las proteinas

Uno de los efectos més criticos de las ERO es el dafio que causa a las proteinas, debido
a que puede causar la pérdida de la actividad catalitica de las enzimas, dafio a la integridad de
las proteinas estructurales o interrumpir la regulacion de vias metabolicas. Se ha documentado
que las ERO pueden oxidar residuos de aminoacidos como la cisteina, romper los enlaces
peptidicos e inducir la agregacion proteica. Todos los efectos negativos que pueden tener las
ERO sobre las proteinas se han vinculado a multiples enfermedades como el Alzheimer, la

artritis reumatoide y el cancer ° 3959

1.7.2 Efecto sobre los lipidos

El principal efecto de las ERO en los lipidos, es la peroxidacion lipidica, que se produce
cuando hay contacto de los lipidos de la membrana con un agente oxidante o con una ERO. Esta
lipoperoxidacion tiene como consecuencia alteraciones en la estructura de la membrana,
afectando su integridad. La peroxidacion lipidica genera especies como malondialdehido
(MDA) vy el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), que son moléculas citotdxicas porque pueden
funcionar como agentes electréfilos capaces de interactuar con otros componentes celulares
como proteinas y acidos nucleicos. Algunas enfermedades con las que se ha relacionado la
peroxidacion lipidica son la neurodegeneracion, el envejecimiento prematuro y enfermedades

cardiacas 8.

1.7.3 Efecto sobre los acidos nucleicos

Las ERO pueden dafiar al ADN ya que pueden reaccionar con las bases nitrogenadas,
principalmente con la guanina y con la desoxirribosa. El dafio producido al ADN es de suma
importancia, ya que esto da origen a la inestabilidad genémica y a la aparicién de mutaciones,

que pueden resultar en la apoptosis, necrosis y en el origen de enfermedades como el cancer *
79
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1.8 Vias de sefializacion mediadas por ERO

La generacion de ERO tiene un papel importante de manera natural, puesto que activan
vias de sefializacion que controlan la proliferacion, la diferenciacion, la migracion y la muerte
celular programada °. Sin embargo, el incremento de las ERO y en consecuencia del estrés
oxidante, se ha asociado a multiples enfermedades como la neurodegeneracion & 8
enfermedades cronico inflamatorias como la artritis reumatoide " y el lupus eritematoso
sistémico ® y de manera mas reciente con el cancer. Se han descrito multiples vias en las cuales
las ERO tienen un papel sefializador, como segundos mensajeros, modificando, inactivando o
activando proteinas que tienen un rol fundamental en distintas vias de sefializacion que estan
asociadas a la carcinogénesis, ejemplos de éstas vias son NF-kB, MAPKSs, HIFla, PI3K'y NRF2

%11 que se resumen en la Figura 2.

1.8.1 Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NF-xB)

La familia de NF-xB estd formada por las proteinas c-Rel, p65, RelB, p50 / p105
(NFxB1) y p52 / p100 (NF-kB2), que forman dimeros o heterodimeros que tras su activacion
modulan la transcripcion de sus genes blanco. Estas proteinas estan reguladas negativamente
por las IkBs (inhibidores) que comprenden 1kBa., IkBp, 1kBe, p100 y p105 y de manera positiva
por las IKKs (activadores) conformada por IKKa, IKKB e IKKy 884 NF-«B es un factor de
transcripcidn asociado a diferentes procesos celulares como la respuesta inflamatoria e inmune
8283 as proteinas de la familia de NF-xB son de gran interés en el campo de la medicina, ya
que se han asociado al inicio y a la progresion del cancer 82 y a la quimioresistencia. Lo anterior
se debe a que su activacion regula negativamente a Bcl-2 y Bcl-XL, modula la transcripcién de
genes relacionados con la proliferacion celular como la ciclina D1 y c-Myc, ademas de genes
que participan en la metastasis como VEGF y también favorecen la transcripcion y secrecién de
citocinas proinflamatorias relacionadas con la carcinogénesis como la IL-1p e IL-6 %86,

Se ha encontrado una relacion entre la actividad constitutiva del factor NF-xB y algunos

tipos de cancer, como el cancer cervicouterino &, el cancer de mama®® 8, el cancer colorrectal
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%y la leucemia mieloide aguda °*.

La activacion de NF-xB tambien se ha asociado a multiples factores como, estimulos
inflamatorios, la radiacion, infecciones virales o bacterianas y de manera importante al dafio al
DNA que esté asociado al incremento de ERO. Se sabe que las ERO especificamente el H2O>
pueden activar a NF-xB induciendo la fosforilacion de las 1kBs (inhibidores) lo que conduce a
su degradacion en el proteosoma %2, permitiendo de este modo a las proteinas dimerizadas de
NF-kB traslocarse al nucleo y activar la transcripcion de sus genes diana que incluyen genes
que tienen una relacion directa con el origen, progresion y metastasis de distintos tipos de
cancer, asi como con genes relacionados con la detoxificacion y la resistencia a farmacos y con
el estrés oxidante, como la CAT y la SOD 8893,

1.8.2 Proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPKS)

Las proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK) son una familia de serina /
treonina cinasas que controlan diversas respuestas celulares, como la proliferacion, migracion,
diferenciacion y muerte celular. Esta familia incluye principalmente a las proteinas cinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK), c-Jun cinasas N-terminales (JNK) y p38. La via de
las MAPK se activa principalmente por factores de crecimiento (EGF y PDGF) y citocinas
generalmente proinflamatorias (IL-18 y TNF-a) y se ha encontrado una asociacion entre la
activacion de éstas proteinas y los niveles elevados de ERO %,

Se ha demostrado que las ERO tienen la capacidad de oxidar residuos de cisteina, ya que
oxidan rapidamente los grupos tiol, formando puentes disulfuro, lo que induce modificaciones
especificas que pueden activar o inactivar la funcion de éstas. En la via de las MAPKSs se ha
descrito que las ERO pueden propiciar la fosforilacion y activacion directa de los receptores de
EGF y PDGF y éstos a su vez estimular a RAS y posteriormente a ERK. Por otro lado, se ha
descrito que algunas de las cinasas que conforman a esta familia de proteinas como ASK1 son
sensibles a la oxidacion por ERO, debido a que esta proteina se encuentra unida a la TRX, que
al ser oxidada por una ERO como el H20>, se disocia de ASK1 y por lo tanto, se activa e induce

la fosforilacion de un residuo de treonina dentro del dominio de ASK1 %. Dentro de los genes
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diana que estan regulados por las MAPKSs y estan asociados a la carcinogénesis podemos
mencionar a STAT1/3, c-FOS, Myc, c-Jun.

1.8.3 Factor inducible por hipoxia (HIF-1a)

El factor inducible por hipoxia (HIF-1a) es un factor de transcripcién que ha sido
ampliamente estudiado por su asociacion con distintos tipos de cancer, como el cancer
gastrico®, pancredtico® y de prostata®, se sabe que regula genes relacionados con la
angiogénesis como VEGF y PDGF , asi como CXCR4 y SDF-1/CXCL12, genes relacionados

con la migracion celular.

Este factor de transcripcion se activa principalmente en condiciones de hipoxia y por
ERO mitocondriales como el anion superoxido y el peréxido de hidrégeno, los cuales oxidan e
inactivan a la prolil hidroxilasa PHD, que tiene como funcion promover la ubiquitinacion y
posterior degradacion por el complejo VHL de HIF-1a, permitiendo de este modo su activacion

y trascripcion de los genes que regula.

1.8.4 Fosfoinositido 3- cinasas (PI13K)

Las fosfoinositido 3-cinasas (PI13K) son una familia de enzimas lipidicas capaces de
fosforilar el grupo 3 -OH de fosfatidilinositoles (PtdIns) en la membrana plasmatica. Son
proteinas de gran interés bioldgico, ya que su activacion culmina en la modulacion
transcripcional de genes relacionados con el crecimiento, sobrevivencia y proliferacion celular,
por lo que estan intimamente relacionadas con la carcinogénesis °® °°. La sobreexpresion y
sobreactivacion, principalmente de la PI3K tipo I, se ha reportado en distintos canceres como
el cancer pancreético, pulmonar, ovarico y mamario 10102,

Esta via de sefalizacion estd regulada negativamente por PTEN, una fosfatasa que
desfosforila PI3K, inhibiendo su actividad de cinasa. PTEN es sensible a la oxidacion por H.0>
debido a sus residuos de cisteina ricos en grupos tiol, lo que conduce a la inactivacion de esta

fosfatasa y en consecuencia a la desregulacion de PI3K 102105
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1.8.5 Factor relacionado al factor nuclear eritroide 2 (NRF2)

Nrf2 es el maestro regulador de la respuesta antioxidante. Es un factor de transcripcion
que modula la expresion de proteinas antioxidantes como la CAT, la SOD y el GSH, es por esta
razon que le confiere proteccion a las celulas contra agentes oxidantes y tiene también una
funcion desintoxicante 1%. Por otro lado, se ha escrito que NRF2 puede modular la transcripcion
de interleucinas inflamatorias como IL-1B, IL-6 y la IL-11, que se han vinculado a distintas
neoplasias 1. NRF2 es una proteina que se activa por estimulos oxidantes, se encuentra
regulada por las proteinas KEAP1, que al estar ensambladas con NRF2 lo vuelven sensible a la
ubiquitinacion y su posterior degradacion en el proteosoma. Se sabe que las proteinas
reguladoras de NRF2, son susceptibles a la oxidacion por ERO como el H20,, que tiene la
capacidad de oxidar los residuos de cisteina del sitio activo de las proteinas KEAP1, de esta
manera al estar oxidadas e inactivas, NRF2 es liberado y se trasloca al nlcleo para activar la
transcripcion de sus genes blanco 10810,

Por todo lo descrito anteriormente, NRF2 tiene un papel crucial en la carcinogénesis, asi
como en la progresion y resistencia a la quimioterapia y radioterapia, que son tratamientos que
producen un incremento en ERO y que por ende estimularian la sobrexpresion de NRF2 1°°,
Finalmente, es importante mencionar que NRF2 esta asociado a un mal prondstico en diversos

tipos de cancer, por ejemplo el cancer de cabeza y cuello *%°, pulmén !, ovario 2 y de mama
113
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Figura 2. Vias de sefializacion mediadas por ERO. Las ERO tienen la capacidad de inactivar (estrella
roja) o activar (estrella verde) proteinas que regulan vias de sefializacién involucradas en el inicio y
progresion del cancer. En A, se muestra la via de NF-kB, que es activada por las ERO, favoreciendo la
dimerizacion de (IKKy/NEMO), induciendo la fosforilacion de los inhibidores de NF-xB (IkBs), que
posteriormente se degradan via proteosoma, asi mismo, induciendo la fosforilacién de los dimeros
p50/p65 mediante la activacion de PKAc, con lo cual NF-kB se trasloca al nucleo e induce (verde) o
inhibe (rojo) la transcripcion de genes relacionados con la supervivencia, crecimiento y proliferacién
celular, ademas de genes relacionados con el estrés oxidante. En B, se muestra la via NRF2, la cual se
activa tras la oxidacion de KEAP 1, lo que induce el desensamble de NRF2 y su posterior translocacion
al ndcleo. En C, las ERO favorecen la oxidacion de las prolilhidroxilasas (PHDs), que son clave para la
union de la proteina p-VHL con HIF-1a, para su posterior ubiquitinaciény degradacién en el proteosoma.
En D, la TRX se oxida en presencia de H;O; y se separa de ASK, induciendo la fosforilacion de MKK,
gue a su vez fosforila a JINK o p38, facilitando la transcripcion de genes relacionados con la proliferacion
y diferenciacion celular, la apoptosis, la inflamacion y la respuesta al estrés. En E, la fosfatasa SHP-2,
se inhibe en presencia de H-0O,, mientras que el receptor TRK permanece fosforilado, activandose las
vias, como la de RAS-RAF-MEK-ERK, que inducen la transcripcion de genes que modulan, la
proliferacion y diferenciacion celular. Finalmente, en F, la fosfatasa PTEN se oxida e inactiva por ERO,
activandose la via PI3BK/AKT/mTOR, relacionada con la biosintesis de proteinas.
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1.9 ERO y cancer

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por tener un alto nimero de mutaciones
y procesos bioldgicos alterados, lo cual le permite a este tipo de células sobrevivir, proliferar e
incluso invadir otros sitios del organismo afectado. Dentro de las multiples alteraciones que
poseen las células cancerosas se encuentran niveles elevados de ERO, que pueden alterar
distintos aspectos del funcionamiento celular, por ejemplo, pueden provocar dafio al DNA,
inestabilidad gendmica, incremento en la tasa de mutaciones, induccidn de la activacion de vias
protumorigénicas e inhibicion de genes supresores de tumores % 14 115 Asi mismo, se ha
descrito en diferentes neoplasias con altos niveles de ERO, que estas células cancerosas son
capaces de activar a niveles elevados sus sistemas antioxidantes como NRF2, para contrarrestar
y sobrevivir a la alta tasa de estrés oxidante 112,

Es importante mencionar que los niveles de ERO en cada etapa del cancer juegan un
papel importante. En condiciones normales, las ERO pueden ser atenuadas gracias a las
diferentes enzimas antioxidantes como la CAT y la SOD, de tal manera que la célula puede
reparar el dafio y sobrevivir adecuadamente (Figura 3A) ° 1 116 Sin embargo, cuando los
niveles de ERO superan al sistema antioxidante, la célula pierde su capacidad de reparacion, se
induce el dafio al DNA, lo que lleva a la inestabilidad gendmica y a la aparicion de mutaciones
relacionadas con la carcinogénesis y por ende a la formacion de células precancerosas (Figura
3B) ® 114116 por otra parte, cuando el tumor ya esta establecido, los altos niveles de ERO
contribuyen al mantenimiento de vias de sefializacion protumorigénicas, que incluyen rutas
relacionadas con la muerte y proliferacion celular, la angiogénesis, la invasion y metastasis y
con la sobre activacion de sistemas antioxidantes y desintoxicantes. Esto ultimo permite a la
célula cancerosa tolerar los altos niveles de ERO y evadir la muerte celular (Figura 3C) % 114,116,
Sin embargo, el incremento exacerbado de ERO vy la ineficacia de los sistemas antioxidantes,
pueden conducir al arresto celular, senescencia y apoptosis, (Figura 3D), por lo que

evidentemente las ERO tienen un papel dual en el cancer * 14,
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Figura 3. Las ERO juegan un papel fundamental en el cancer. En condiciones basales, el sistema
redox se encuentra en perfecto balance, sin embargo, algunos estimulos relacionados con la
carcinogénesis como la obesidad, el tabaquismo y la exposicién a la radiacion, pueden inducir elevacion
de ERO y un desbalance de los sistemas antioxidantes, lo que favorece el dafio al DNA, inestabilidad
gendmica y la aparicién de mutaciones, que usualmente estan presentes en lesiones precancerosas. Por
otro lado, existe evidencia de que genes como p53, pueden activarse ante estos estimulos, induciendo la
reparacion del DNA vy la actividad antioxidante. En contraste, cuando estos mecanismos de reparacion
son insuficientes, los niveles de ERO y antioxidantes se elevan, dando origen a un nuevo y alterado
equilibrio redox, lo cual favorece la activacion de las vias oncogénicas, que propician el incremento en
la proliferacion y sobrevivencia celular, la metastasis, la secrecion de citocinas y la resistencia a
farmacos. Finalmente, el incremento excesivo de ERO, induce la pérdida del equilibrio redox, lo que
promueve la apoptosis y necrosis, gracias a la activacion de p53, que induce vias de muerte, arresto del
ciclo celular y senescencia® 4 116,
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1.9.1 Papel promotor de las ERO en la tumorigénesis

Existe una gran cantidad de informacidn que establece una relacion entre la acumulacion
excesiva de ERO vy el céncer, ya que se sabe que una caracteristica importante de las células
cancerosas es su alto nivel de ERO y su alta dependencia a sus sistemas antioxidantes. Las ERO
generadas por las distintas fuentes en la célula o por agentes exdgenos o ambientales, tienen un
poderoso impacto sobre las caracteristicas asociadas a la tumorigénesis y a la malignidad del
cancer. Los altos niveles de ERO estan vinculados con la inestabilidad gendmica, la activacion
de vias protumorigénicas como NF-kB, MAPKs, HIF-1a. y PI3K %1 asi como a la secrecion
de interleucinas proinflamatorias como IL-6, IL-18, IL-1B e IL-11 %7117  Estos eventos estan
directamente relacionados con el inicio y desarrollo del cancer, ya que son vias que modulan la
proliferacion celular, regulan negativamente la apoptosis, propician el ambiente inflamatorio y
median los procesos de invasion y metastasis °.

Paralelamente, las células neopléasicas tienen una elevada actividad antioxidante, lo que
les permite equilibrar los altos niveles de estrés oxidante, les confiere resistencia a
quimioterapéuticos basados en el incremento de ERO y en algunos casos en particular, les
permite activar mecanismos de detoxificacion de farmacos 1% 18, Un ejemplo de este tipo de
mecanismos, es la via NRF2 que es considerado el regulador antioxidante. NRF2 se encuentra
sobreexpresado en diversos tipos de cancer %1 y concretamente se han encontrado niveles
superiores de esta proteina en las células iniciadoras de tumor, las cuales son altamente
resistentes a la terapia antineoplasica y son las responsables de la recaida *°. Son maltiples
neoplasias en las que se ha descrito una actividad protumorigénica del incremento de ERO y sus
sistemas antioxidantes, entre las cuales podemos destacar a la leucemia mieloide aguda, el
cancer gastrico y el cancer de mama. Las caracteristicas asociadas al cancer que se ven

beneficiadas por el incremento de ERO se muestran en la Tabla 6.
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1.9.2 Papel supresor de las ERO en la tumorigénesis

La induccion de un incremento en ERO intracelulares también puede ser empleado en la terapia
contra el cancer. De hecho, algunas de las terapias antineoplasicas pueden incrementar las ERO
a niveles toxicos 2° o inhibir la defensa antioxidante, de tal manera que la célula es incapaz de
resolver el estrés oxidante, activando de este modo diferentes vias de muerte celular inducidas
por ERO, senescencia y apoptosis 1?1 122, Ejemplo de éstas terapias son los compuestos
platinados, como el cisplatino 12 y la terapia con antraciclinas como la doxorubicina 24,

Un claro ejemplo de la activacion de vias proapoptoticas mediadas por el incremento de estrés
oxidante, es la activacion de p53, lo que conduce al arresto del ciclo celular en la fase G2/M y
promueve la senescencia 2. También se ha observado que altos niveles de estrés oxidante
promueven la activacion de las proteinas BH3, que favorecen la liberacion del citocromo c al
citoplasma, induciendo muerte celular 2, También, el incremento en ERO favorece la
interaccion de TNF-a. con los receptores de muerte, lo que en consecuencia culmina en la
activacion de caspasas y muerte celular °.

La inhibicion de los sistemas antioxidantes también ha resultado ser un atractivo blanco de
terapia. Por ejemplo, se ha observado que en lineas celulares de cancer de mama el uso de
inhibidores de la biosintesis del glutation, disminuye la poblacion de células iniciadoras de
tumor y las vuelve mas susceptibles a la terapia oxidante %°,

Finalmente, es importante mencionar que el uso de antioxidantes ha mostrado resultados
contradictorios en la terapia contra el cancer. Diferentes autores han reportado efectos negativos
ya que disminuyen la actividad de los agentes citotoxicos y favorecen el escape a mecanismos
de muerte celular mediada por altos niveles de ERO. En contraste, se ha documentado que el
uso de antioxidantes naturales y sintéticos como la N-acetilcisteina favorecen al tratamiento de
algunas neoplasias, ya que éstos pueden disminuir la actividad de las vias de sefializacion
protumorigeénicas, lo que se traduce en un incremento de muerte celular, una menor proliferacion

y en la disminucion de la secrecion de citocinas proinflamatorias 2’
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El uso de N-acetil cisteina en un estudio clinico produjo una
disminucién de marcadores de proliferacion en células del
tumor en pacientes con cancer de mama en estadios
tempranos **/

Los niveles basales de ERO favorecen la malignidad en el
cancer de mama triple negativo '*®

Inicio y progresion del
cancer

Un mimético de las proteinas BH3 sensibilizé a
células leucémicas incrementando ERO *%°

En tratamiento con N-acetilcisteina o vitamina E
incrementaron la progresion tumoral y disminuyeron
la sobrevivencia en un modelo murino de cancer de
pulmon de manera dependiente de p53

El incremento en ERO, induce la activacion de HIF-1a, lo
cual indujo la perdida de e-cadherina, facilitando Ia
migracion de las células MDA-MB468 de cancer de mama

triple negativo *.

Migracién, invasion y
metéstasis

El antioxidante N-acetilcisteina, favorece la
metastasis en un modelo murino de melanoma
maligno ¥

Las ERO producidas por la oxidasa dual 2 (DUOX2),
favorecen la transicion epitelio mesenquimal en un modelo
de cancer de colon, resistente al tratamiento 5 fluorouracilo,
proceso que se revierte al proporcionar un tratamiento con
NAC **,

Quimioresistencia y
detoxificacion de
farmacos

La inhibicion de NRF2 y del glutation, incrementan la
sensibilidad al tratamiento citotéxico en cancer de
vejiga

El uso de una molécula pequefia APR-246 (PRIMA-
1Met) inhibid la capacidad antioxidante e indujo la
activacion de p53 mutante, promoviendo la muerte de

células tumorales 22,

El DNA mitocondrial oxidado activa el inflamasoma y la
posterior secrecion de interleucinas inflamatorias ™’

El incremento en ERO inducido por agentes citotoxicos,
activa el inflamasoma, con ello la secrecion de IL-1B que
media la quimiorresistencia ***

Secrecién de citocinas

Tabla 6. Papel promotor y supresor de las ERO en la carcinogénesis. Se han descrito diferentes roles de las ERO en la carcinogénesis, mientras
en algunos tipos de cancer las ERO son importantes para la activacion oncogénica, en otros se muestra que la inhibicién de éstas con tratamientos
antioxidantes resulta perjudicial.
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1.10 Papel de las ERO en la secrecion de citocinas

Las ERO estdn implicadas en diferentes vias de sefializacion relacionadas a la
inflamacion, por lo cual, se ha propuesto una correlacion entre los niveles intracelulares de éstas
y la secrecion de distintas citocinas, implicadas en diversas enfermedades como el cancer 1%,
Se sabe que el incremento en ERO puede inducir la secrecion de citocinas principalmente
proinflamatorias, por diferentes vias. Por ejemplo, las ERO mitocondriales inducen la activacion
del inflamasoma, especificadamente la proteina NLRP3, la cual recluta a la proteina ASC y pro-
caspasa 1, favoreciendo la activacion de la caspasa 1 que posteriormente favorece la maduracién
de la Pro-1L-1p a IL-1p para que finalmente puedan secretarse 17 1%, De igual manera, existe
informacion en la cual se demuestra que las ERO inducen la activacion de la via de sefializacion
de NF-xB ¥, que es un factor de trascripcion que regula la expresion de diferentes citocinas
incluidas las IL-8 e IL-6, que estan implicadas en diversas neoplasias, incluido el cancer de
mama.

El cancer es una enfermedad compleja que involucra varios factores para su origen y
progresion. De los diversos factores que participan en la carcinogénesis, se sabe que las citocinas
desempefian un papel importante como mediadores de funciones que son vitales en los procesos
neoplasicos. Para comprender el papel que juegan las citocinas en el cancer, es necesario
analizar la respuesta inmune ante las neoplasias. En una respuesta inmune normal, los antigenos
son capturados por las células dendriticas, que posteriormente maduran y pueden presentar el
péptido antigénico a las células T en los ganglios linfaticos, generando células T efectoras que
migran a la zona de infeccidn, inflamacion o lesion. Esto es de suma importancia debido a que
los linfocitos T producen diferentes citocinas como el IFN-y y otros factores como el GM-CSF
(factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos), los cuales son fundamentales
para la maduracion de las células dendriticas y la activacion de macré6fagos. Posteriormente, las
celulas dendriticas y los macrofagos activados liberan citocinas como IL-1p, IL-6, IL-12 0 TNF-
o que favorecen la respuesta de las células Asesinas Naturales (NK) y de las células T. Las
células T CD4 +y CD8 +, junto con las células NK, pueden recibir sefiales de supervivencia y
estimulacion de IL-2, dando lugar a actividades efectoras completas, y producir IFN-y adicional.

Asi mismo la regulacién de la respuesta inmune normal implica citoquinas como IL-10 y TGF-
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B para limitar la actividad de las células T y macrdfagos y asi reducir la inflamacion, generar la
terminacion de la respuesta inmune y la proteccion del huésped de los dafios mediados por el
sistema inmunoldgico. Los tumores basicamente secuestran el mecanismo de inmunosupresion
para evadir la respuesta inmune contra el cancer, por lo cual, el estudio del papel que juegan las
citocinas es fundamental. De igual manera, se sabe que una de las maneras en las que el cancer
puede evadir el sistema inmune es por la poca inmunogenicidad de las células tumorales. Es
decir, las células cancerosas pueden expresar antigenos, sin embargo suelen pasar
desapercibidos por el sistema inmune 2 ya que pierden la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad **8 o inducen la expresion de proteinas de escape inmunolégico como PD-
L1%3°. Actualmente, se han desarrollado terapias enfocadas a incrementar la respuesta inmune
contra el cancer, como es el caso de los anticuerpos monoclonales contra CTLA-4 (antigeno 4
del linfocito T citotdxico) y PD-1 (proteina de muerte celular programada 1), que se emplean
para tratar el melanoma maligno metastasico y otros tipos de cancer, demostrando su actividad
contra éstas neoplasias, favoreciendo la activacion de linfocitos T y aumentando su capacidad
de destruir células cancerosas 4°.

En cancer de mama se ha descrito el papel protumorigénico para diversas citocinas,
principalmente proinflamatorias (Figura 4), tal como es el de la IL-6, ya que es una de las
principales citocinas en el microambiente tumoral, que favorece la tumorigénesis regulando
distintas vias de sefializacidn relacionadas con la apoptosis, la supervivencia, la proliferacion,
la angiogénesis, la invasividad y metastasis **!. Se sabe que la IL-6 se encuentra elevada en
cancer de mama triple negativo y no asi en los otros subtipos 142:143%; |os niveles elevados de esta
citocina se han asociado a un mal pronostico y una menor tasa de sobrevivencia en pacientes
con cancer de mama '#4, La desregulacion de 1L-6, se ha asociado con la activacion de diferentes
vias de sefializacion, destacando las vias de JAK/STAT, MAPKs, PI3K y NF-kB que son vias
que al sobreactivarse, favorecen la tumorigénesis 1*4. Ademas, se ha observado que al inhibir la
secrecion de la misma o a su receptor, se produce una notable reduccion en la proliferacion, la
migracion, la angiogénesis y la metastasis, tanto en modelos in vitro como in vivo *°. También
se ha descrito que las células TN requieren de la sefializacién autocrina simultdnea de IL-6 e
IL-8 debido a que su coexpresion es necesaria para el crecimiento de tumores de xenoinjerto 146

y que su inhibicion ya sea por métodos farmacoldgicos o genéticos reduce la supervivencia
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celular, la formacion de colonias in vitro, asi como el crecimiento de tumores xenoinjertados en
modelos in vivo ¥,

Con respecto a la IL-8, existe evidencia de que se sobreexpresa en diferentes tipos de
cancer, como el de endometrio, vejiga y colon. También, se ha establecido que los niveles
séricos de IL-8 pueden ser Utiles como biomarcador en etapas tempranas y para monitorear la
progresion del cancer de colon y melanoma. En cancer de mama, la sobrexpresion de IL-8 esta
asociada a una mayor invasividad y angiogénesis 148, en especifico en cancer de mama triple
negativo se ha encontrado una elevada expresion de esta citocina y se correlaciona con un mal
pronostico, ya que favorece la proliferacion, la supervivencia y la migracion de células
neoplasicas. Cabe destacar que la secrecion constante de la IL-8 esta regulada por la via de
sefializacion de NF-xB, misma que se encuentra expresada constitutivamente en lineas celulares
y tumores del subtipo TN 4% 150 E| mecanismo por el cual, la IL-8 favorece la carcinogénesis,
responde a la activacion de sus receptores CXCR1 y CXCR2, posteriormente favorecen la
activacion de vias de sefalizacion relacionadas con la tumorigenesis como la via de PI3K,
MAPKs y STAT3 1,

Otra interleucina de interés es la IL-1B, que al igual que otras interleucinas
proinflamatorias es considerada de mal pronostico cuando se detecta en suero de pacientes con
cancer de mama, prdstata y colon 2, Su alta tasa de secrecion se ha asociado a un incremento
en la metastasis tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo; se ha demostrado en un
modelo murino de cancer mamario, que al inhibir su receptor IL-1R de manera farmacoldgica
con el antagonista anakinra, se reduce notablemente la metastasis dsea *> 12, Asi mismo, se han
encontrado niveles elevados de otras citocinas como la IL-18 en tumores de cancer de mama
triple negativo, condicion que se relaciona con formas inmaduras de las células NK y favorece
una mejor expresion de la proteina PD-1, que es una proteina utilizada como mecanismo de

escape inmunoldgico por las células neoplésicas 2.
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Figura 4. Las ERO inducen la secrecion de citocinas por diferentes mecanismos. Las ERO producidas
por el tratamiento, factores externos como la radiacion o por factores como la obesidad pueden inducir
la secrecion de citocinas mediada por la activacion de rutas como la de NF-xB que conlleva a la secrecion
de interleucinas como la IL-6, que esta implicada en la carcinogénesis, ya que al unirse a su receptor
(IL-6R o GP130) puede inducir la activacién de la via de sefializacion STAT3, que promueve la
angiogénesis, la proliferacidn, la disminucién de la apoptosis y la radio resistencia. Por otra parte, se ha
documentado que el incremento en ERO mitocondriales, induce la secrecion de MIF, asi como la
activacion del inflamasoma mediada por ERO mitocondriales o por el ADNmt oxidado, induciendo la

maduracion de citocinas proinflamatorias como la IL-18 y la IL-18.

Del mismo modo, una citocina que en fechas recientes ha tomado un gran interés en la
biologia del cancer, es el factor inhibidor de la migracién de macré6fagos (MIF), se trata de una
citocina proinflamatoria, pleiotropica y que se ha detectado en niveles elevados en diferentes
enfermedades autoimunes *** y neoplasias incluido el cancer de mama °*1°¢, Para ejercer sus
funciones, MIF puede actuar de manera autocrina y paracrina, uniéndose a cuatro receptores
CD74, CXCR2, CXCR4 y CRCR7 . Por ejemplo, la unién de MIF a su receptor CD74, en
presencia del complejo CD44 v la tirosina cinasa Scr, conduce a la fosforilacion de ERK 1/2 %8

y a la activacion de la via PI3K/AKT ° Entre sus multiples funciones, esta citocina se
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encuentra relacionada con la activacion de otras vias de sefializacion como las MAPKSs, PI3K,
NF-kB, HIF-1a y la inactivacion de la via de p53*, todas relacionadas, con la patogénesis del
cancer, de igual manera se le asocia un papel importante en la produccion de interleucinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6 y INF-y 1%, Por lo tanto, MIF es una citocina que
contribuye a través de varios mecanismos a la proliferacion y supervivencia de células
cancerosas ademas de tener un papel importante en la angiogénesis y la metéstasis en diferentes

tipos de céancer °°,

Por todo lo anterior, es necesario destacar que las citocinas son capaces de promover la
proliferacion celular, ya que muchas de ellas controlan las principales vias de sefializacion
relacionadas con la carcinogénesis alterando y acelerando la division celular, promoviendo la
invasion y la adhesion de éstas células 2. Por lo tanto, teniendo como antecedente el hecho de
que las ERO modulan o tienen un papel importante en la secrecidn de citocinas proinflamatorias,
la manipulacion de las mismas con el uso de distintos antioxidantes podria ofrecer una

alternativa en el tratamiento de diferentes tipos de cancer.
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2. Antecedentes directos
2.1 El estado funcional de las mitocondrias, muestra una relacion con los subtipos de

cancer de mama.

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo, en los cuales se hizo un analisis de
agrupacion jerarquica basado en la expresion de genes relacionados con las mitocondrias en
muestras de tumores de bases de datos de TCGA (The Cancer Genome Atlas), mostré dos
grupos principales. El grupo | se enriquecié con muestras luminales, mientras en el grupo Il se
observaron dos subgrupos heterogéneos; en el primer subgrupo del grupo, dos se observo
enriquecimiento de muestras de tipo basal, junto con muestras positivas a HER2 y algunas
muestras de tipo luminal. El otro subgrupo del grupo I, mostré un pequefio agrupamiento de
muestras basales, otro de muestras HER2 y luminales B y un grupo grande de muestras
luminales A y B. Cabe destacar que los tumores luminales del grupo Il, mostraron una mayor
similitud con tumores basales y enriquecidos con los tumores HER2, que aquellas muestras
luminales del grupo I, evidenciando potenciales diferencias en la biologia y funcion
mitocondrial del subtipo luminal (Figura 5A).

Asi mismo, el anlisis de componentes principales de genes relacionados con la
mitocondria evidencié aun mas las diferencias mitocondriales en los subtipos de cancer de
mama (Figura 5 B), en donde se observé de lado izquierdo un grupo de los tumores luminales
Ay B, seguido de un grupo intermedio con muestras luminales B y enriquecidas en HER2 y
finalmente un grupo a la derecha bien definido, que estaba enriquecido en muestras basales y
algunas muestras HER2 28 Por lo tanto, el analisis de componentes de genes relacionados con
la mitocondria, evidencia que las muestras se agruparon por el subtipo celular y por la
malignidad del tumor, ya que los tumores luminales A se agruparon del lado izquierdo y los
tumores basales, que presentan una mayor malignidad se agruparon hacia el lado derecho. Por
lo tanto, estos hallazgos sugieren importantes diferencias en la funcion mitocondrial entre

tumores de diferentes subtipos de cancer de mama %8 .
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Figura 5. Una firma génica relacionada con las mitocondrias revel6 que existen diferencias importantes en la biologia mitocondrial de los
subtipos de cancer de mama. Se analiz6 una firma génica de genes relacionados con la biologia mitocondrial, mediante un anélisis de agrupacion
jerarquica no supervisada, que reveld grupos de muestras enriquecidas en subtipos celulares. Se encontraron dos grupos principales (I y 11), el
grupo | se enriquecié de muestras luminales, mientras el grupo Il era més heterogéneo, ya que se encontré un subgrupo enriquecido con muestras
basales y muestras positivas al receptor HER2 y un segundo subgrupo que contenia muestras luminales B y muestras enriquecidas para HER2.
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2.2 Las lineas celulares carcinogénicas muestran una mayor fragmentacion mitocondrial

en comparacion con una linea celular no tumorigénica.

Del mismo modo se evalud la morfologia mitocondrial en las lineas celulares de cancer
de mama, ya que esto se ha relacionado con la funcion de este organelo. Es importante destacar
que la forma de una mitocondria depende de un proceso altamente regulado que se conoce como
dindmica mitocondrial, que se refiere a los procesos de fision y de fusion mitocondrial, procesos
que en condiciones normales se encuentran en equilibrio. En ocasiones, este equilibrio se
interrumpe, lo que se traduce en una dinamica mitocondrial alterada y que se a su vez se ha
relacionado con miltiples enfermedades humanas, incluido el cancer 3. En el contexto del
cancer, estudios recientes han demostrado que la fision mitocondrial se asocia con
caracteristicas protumorigénicas en modelos de cancer colorrectal y pulmonar 164 16°,

Por lo tanto, se evalud la morfologia mitocondrial en las lineas celulares de cancer de
mama, representativas a cada subtipo, usando las lineas celulares MCF10A (no tumorigenica),
MCF7 (ER+), T47D (ER+), MDAMB231 (TN), MDAMB468 (TN) y BT549 (TN), con una
tincion con MitoTracker Red y se clasificaron como completamente tubular (1), tubular con
pocos fragmentos (11), fragmentada con pocos tdbulos (111) y completamente fragmentada (1V)
(Figura 6B). De acuerdo con las imagenes representativas analizadas y graficadas (Figura 6A)
se encontrd una diferencia significativa entre la linea celular NT y las lineas celulares
carcinogénicas, es decir, las mitocondrias de la linea NT eran mas tubulares en comparacion con
las lineas positivas a receptores hormonales y triple negativo que tendian a mostrar mas
fragmentos y en algunos casos como la linea celular BT549, las mitocondrias se observaron
completamente fragmentadas (Figura 6A y C). Por lo anterior, es importante destacar, que estos
datos sugirieron gue existian cambios en los mecanismos de control de calidad mitocondrial y

diferencias importantes en la biologia mitocondrial, en funcién del subtipo celular.
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Figura 6. Las lineas celulares de cAncer de mama tumorigénicas muestran diferencias morfoldgicas
con respecto a la linea no tumorigénica. Las mitocondrias se clasificaron como completamente
tubulares (1), tubulares con algunos fragmentos (Il), fragmentados con algunos tabulos (lI1) o
completamente fragmentados (1V). El gréafico en (A) muestra el porcentaje de células con la morfologia
mitocondrial correspondiente, en funcion a la clasificacion como se muestra en (B). En (C) se muestran
imégenes representativas de la morfologia caracteristica de cada linea celular. El gréfico en (A) muestra
la media + SEM de 3-5 experimentos independientes. Sesenta a cien células individuales fueron
clasificadas por experimento por dos observadores independientes *p < 0.05'%,

38



2.3 El analisis de componentes principales de genes relacionados con el estrés oxidante

separ6 claramente a los tumores basales de los otros subtipos de caAncer de mama.

Actualmente, se sabe que las mitocondrias tienen un papel crucial en la activacion de la

sefializacion redox a través de la produccién de ERO en la cadena de transporte de electrones.

Asi mismo, se ha relacionado a la disfuncion mitocondrial con el aumento de ERO Yy este

incremento esta relacionado con la activacion de vias de sefializacién celular involucradas con

la carcinogénesis y con la malignidad. Por esta razén, se realiz6 un andlisis bioinformatico

usando firmas génicas relacionadas con el estrés oxidativo y con genes antioxidantes, en el cual

el analisis de componentes principales separé claramente los tumores basales de

los otros

subtipos de cancer de mama, lo que indica que la expresion de genes oxidantes y antioxidantes

es similar entre muestras basales y diferente a otros subtipos de la enfermedad (Figura 7).
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Figura 7. El sistema redox es diferente en funcién al subtipo de cancer de mama. El anélisis de
componentes principales (PC) de genes relacionados con el estrés oxidante y antioxidantes, separa las

muestras basales de los otros subtipos de cancer mama.
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3. Justificacion

El cancer de mama es el tipo de cdncer mas comun entre las mujeres a nivel mundial,
representando el 25% de todos los canceres femeninos, por lo que, se considera un grave
problema de salud publica. Por esta razon, existe la necesidad de mejorar y desarrollar pruebas
que permitan su deteccion temprana y desarrollar mejores tratamientos dirigidos, con menos
efectos secundarios y que en consecuencia eleven la tasa de supervivencia y mejoren la calidad
de vida de las pacientes. Actualmente, se han establecido tres subtipos de cancer de mama
mediante inmunohistoquimica, dentro de los cuales estan los tumores positivos a receptores
hormonales (ER+) y los tumores positivos al receptor de crecimiento epidérmico humano tipo
2 (HER2+), para los cuales ya existe un tratamiento dirigido. En contraste, el subtipo de cancer
triple negativo (TN) no cuenta aun con una terapia especifica y dirigida, ni con un biomarcador
de presencia, lo cual dificulta su tratamiento y disminuye la esperanza de vida de las pacientes.
Hoy en dia, la terapia dirigida ha tomado relevancia en el tratamiento de multiples enfermedades
como el cancer, por lo cual una alternativa que pudiera tener una gran alcance es el estudio de
las ERO en diferentes tipos de cancer, debido a que éstas moléculas son capaces de inducir y/o
modular la secrecion de multiples citocinas proinflamatorias e inducir la activacion de vias de
sefalizacion asociadas al origen, progresion, resistencia a la terapia y metastasis en distintos
tipos de cancer, incluido el cancer de mama, razén por la cual el estudio de las ERO es de gran
importancia, ya que representan un potencial blanco terapéutico en la profilaxis del cancer de

mama.
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4. Hipotesis
Hipotesis alternativa

Los altos niveles de ERO regulan las caracteristicas asociadas a la malignidad, asi como
la secrecidn de citocinas de las células de cancer de mama, por lo cual un tratamiento antioxiante
podria ser benéfico

Hipdtesis nula

5. Objetivo general

Estudiar el papel de las ERO en la sobrevivencia de lineas celulares de cancer de mama
y su relacion con las citocinas secretadas por éstas, asi como su posible papel como

biomarcadores de prondstico, diagnostico o como blanco de terapia.

5.1 Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de ERO basales en lineas celulares de cancer de mama
pertenecientes a diversos subtipos de la enfermedad. Evaluar una posible correlacion
entre estrés oxidante y subtipo de cancer de mama.

2. Evaluar las ERO mitocondriales en diferentes lineas celulares.

3. Estudiar el papel de las ERO sobre la muerte y proliferacion de lineas celulares de cancer
de mama empleando un antioxidante.

4. Determinar las citocinas secretadas al medio de cultivo de lineas celulares de cancer de
mama pertenecientes a diversos subtipos de la enfermedad. Evaluar una posible
correlacién del perfil de citocinas con el grado de estrés oxidante y su posible

modulacién con antioxidantes.
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CAPITULO Il.
METODOLOGIA
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6. Metodologia

6.1 Disefio experimental

La metodologia general que se emple6 para este proyecto se describe en el siguiente diagrama:

LiINEAS CELULARES
MCF10A (NT)
MCF7 (ER+)
MDAMB231(TN)
MDAMB468(TN)
BT549 (TN)

__ Cuantificacién de los niveles basales de

ERO totales

| Cuantificacion de los niveles basales de

ERO mitocondriales

Evaluacion del efecto de los

Microscopia de
fluorescencia

Tincion con DHE

Citometria de flujo

Microscopia de
fluorescencia

Tincion con MitoSox Red

Citometria de flujo

Tincion con ioduro de

propidio Muerte celular

antioxidantes
N-acetilcisteina y MitoTempo

% Confluencia con respecto al

N Proliferacion celular
tiempo

Evaluacion de la secrecion de MIF en
condiciones basales y con tratamiento ——
antioxidante

Evaluacion de la secrecion de citocinas

ELISA kit Human MIF
DuoSet ELISA de R&D
systems

Secrecion de MIF por 24
horas

Secrecion de

BD™ CBA Human IL( 1 ﬁ,8,6,12p70)

Inflammatory Cytokines Kit

proinflamatorias en condiciones basales
¥ con tratamiento antioxidante

(screening)
Human IL-6 e [L-8 Uncoated Secrecion de IL-6 e IL-8
ELISA por 24 horas
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6.2 Cultivos celulares

Las lineas celulares que se emplearon en este trabajo fueron MCF10A (no tumorigénica), MCF7 (luminal), MDAMB231
(TN), MDAMBA468 (TN) y BT549 (TN). Las lineas celulares de cancer de mama se cultivaron en los siguientes medios: MCF10A
(DMEM / F12, Caisson DFP18-1LT, suero de caballo al 5%, hidrocortisona 0.5 pg / mL, EGF 20 ng / mL, toxina colérica 100 ng /
mL, 10 pug / mL de insulina); MCF7 (Eagle’s MEM, Caisson MEP-10X1LT, 10 pug / mL de insulina, 10% de suero fetal bovino,
SFB); MDAMB231 (DMEM / F12, 10% de FBS); MDAMB468 (DMEM / F12, 10% de FBS); BT549 (RPMI-1640, Caisson RPP10-
10XLT, 7.5 pug / mL de insulina, 10% de FBS). En la tabla 7 se muestran las caracteristicas de cada linea celular.

MCF10A Basal B
MCF7 AC ER+ Luminal ER-a, PR, EGFR, HER2 CDKN2A, PIK3CA 167, 168
MDAMB231 AC TN Basal B N/A p53, K-RAS el W
BRAF, CDKN2A.
MDAMBA468 AC TN Basal A EGFR p53, PTEN, BCRA1, MADH4 166, 167
BT549 CDI TN Basal B N/A p53, PTEN, RB1 el W

Tabla 7. Caracteristicas de las lineas celulares provenientes de la mama. N/A: no aplica; MF: Mama Fibroquistica; AC: Adenocarcinoma; CDI:
Carcinoma Ductal Infiltrante; NT: No Tumorigénico; ER: Receptor de Estrogenos; TN: Triple Negativo; PR: Receptor de Progesterona; EGFR:
receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2; CDKN2A: Inhibidor 2A de
cinasa dependiente de ciclina; PIK3CA: subunidad catalitica alfa de PI3K; PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa; RB1:Gen
retinoblastoma 1.
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6.3 Cuantificacién de ERO totales con dihidroetidio

El dihidroetidio (DHE) se conoce también como dihidroetidina, se emplea para medir
especies reactivas de oxigeno mediante una tincion, que posteriormente se observara en un
microscopio de fluorescencia o bien mediante citometria de flujo, su excitacién y emision se
producen a longitudes de onda de 518-606 nm. EI DHE reducido fluoresce en color azul, una
vez oxidado a etidio, se intercala en el ADN celular y fluoresce en color rojo, de esta manera es
posible detectar los niveles de ERO totales en las células.

6.3.1 Preparacion y almacenamiento del dihidroetidio

El DHE (Sigma Aldrich, D7008-25MG) es un polvo de color rojo obscuro, para
prepararlo se debe disolver en DMSO perfectamente seco, es decir sin trazas de agua o humedad,
a una concentracion stock de 5 mM y se guarda en el congelador a -20 °C, cubierto y muy bien
protegido de la luz ya que es fotosensible. Es preferible alicuotarlo en pequefias cantidades, ya
que el descongelamiento repetido, puede ocasionar su degradacion (descongelar maximo 2

veces).

6.3.2 Determinacion de ERO totales por microscopia de fluorescencia

En placas de 12 pozos se sembraron alrededor 40-50 mil células de las lineas celulares
MCF10A, MCF7 MDAMB231, MDAMBA468 y BT549. Se requirié un pozo para el control o
basal y dos pozos para dar tratamiento con perdéxido de hidrégeno a 60y 100 uM para cada linea
celular. Para realizar la tincidn las células deben estar perfectamente adheridas y haber adquirido
su morfologia caracteristica, por esta razon se espero6 un lapso de 24 horas después de la siembra.
Antes de la tincion, se prepara el DHE a una concentracion 10 uM en medio de cultivo completo
correspondiente a cada linea celular, se precalienta a 37 °C y se protege de la luz. Se coloca el
DHE 10 uM en los pozos de cada linea celular y se incuba por 30 minutos a 37 °C, nuevamente
protegido de la luz. Posterior a la incubacion se retira el DHE vy se lavo 2 veces con PBS 1X

precalentando a 37 °C. Se fijan las células con 1 mililitro de formalina (Sigma HT501128-L)
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por 10 minutos y se lavan nuevamente con PBS 1X. Tras la fijacion, se realiz6 una cotincién
con colorante de Hoechst (Sigma, H3570) 10 uM por 15 minutos lavando nuevamente con PBS
1X. Se agrega 1 mL de PBS 1X en cada pozo, se protegen las células de la luz y se observan en
un microscopio de fluorescencia Zeiss Observer.Z1. Se analizan en el programa ZEN lite 2.3.

6.3.3 Determinacion de ERO totales por Citometria de flujo

En placas de 6 pozos se sembraron 100000 a 200000 celulas de las lineas celulares de
cancer de mama MCF7, MCF10A, MDAMB231, MDAMB468 y BT549, se dejan en
incubacion durante 24 horas para permitir que se adhieran y tomen su morfologia caracteristica
de cada linea celular. Posteriormente se afiade el dihidroetidio a una concentracion final 10 uM
en medio de cultivo completo correspondiente a cada linea celular y se incuba a 37 °C,
protegiéndolo de la luz. Se lavan las celulas con PBS 1X dos veces durante 30 segundos,
moviéndolo cuidadosamente. Para recuperar las células, se incuban con tripsina 1X por 5
minutos a 37°C para las lineas MCF7, MDAMB231, MDAMBA468 y BT549; la linea celular
MCF10A se tripsiniza con tripsina 0.5X, con incubacién de 5-7 minutos; la tripsina se inactiva
con medio completo. Las pastillas celulares obtenidas se resuspenden en 50 uL. de PBS 1X con
3% de SFB y se filtran con una malla con tamafio de poro de 100 micras. Las células se
transfirieren a tubos adecuados para el citometro de flujo. Finalmente las muestras se leyeron
en un citémetro de flujo BD FACS Canto Il, usando los voltajes que se muestran en la Tabla 8
para cada linea celular y el canal en el que se leyo fue PerCP-A (Exitacion 488 nm —Emision

675 nm). El analisis se realizé6 mediante el software FlowJo V10.

250 380 380

MCF10A 250 500
MCF7 300 300 380 380 500
MDAMB231 250 250 380 380 500
MDAMBA468 250 250 400 400 500
BT549 230 230 360 360 500

Tabla 8. Voltajes utilizados en cada linea celular para las lecturas en el citometro de flujo, para la
determinacion de ERO totales.
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6.4 Cuantificacion de ERO mitocondriales con MitoSox Red

Las ERO mitocondriales se evaluaron por microscopia de fluorescencia y por citometria
de flujo. Para observar la tincion mitocondrial, fue necesario hacer una cotincion en células
vivas con MitoSox Red (ThermoFisher Scientific, M36008)-Mitotracker Green (ThermoFisher
Scientific, M7514), esto con la finalidad de corroborar que efectivamente estabamos detectando
ERO Unicamente de la mitocondria.

El MitoSox Red (Excitacion 510- Emision 580 nm) es un colorante, altamente selectivo,
que se oxida en presencia del anién superdxido presente en las mitocondrias vivas y exhibe
fluorescencia roja al unirse a los acidos nucleicos. Cabe destacar que este colorante, se oxida
facilmente en presencia del anion superoxido, pero no por otras ERO o ERN, ya que la
superdxido dismutasa evita la oxidacion de la sonda.

Por otra parte, el Mitotracker Green (Excitacion 490- Emision 516) es un colorante que
se acumula en las mitocondrias ya que puede difundirse de manera pasiva a traves de la
membrana plasmatica, contiene un grupo clorometil ligeramente reactivo con los grupos tiol

cuya finalidad es el etiquetado mitocondrial.

6.4.1 Preparacion y almacenamiento del MitoSox Red

El MitoSox Red se prepara afiadiendo 13 uL. de DMSO sin trazas de agua o de humedad
a un vial de 50 ug de liofilizado, para obtener una concentracion stock de 5 mM y se almacena
a -20°C, protegiéndolo de la luz. Es importante mencionar que es preferible usar todo el
contenido del vial, ya que aun cuando se congele puede degradarse en menos de una semana y

proporcionar resultados erréneos.

6.4.2 Preparacion y almacenamiento Mitotracker Green

Cada vial de Mitotracker Green contiene 50 pg de liofilizado, que se resuspende en 74.4
uL de DMSO libre de trazas de agua o humedad, para obtener una concentracion stock de 1

mM, este colorante se almacena a -20 °C protegido de la luz.
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6.4.3 Determinacion de ERO mitocondriales por Microscopia de fluorescencia

Para esta tincion se requieren cubreobjetos previamente tratados con HCI 1M por 4
horas, posteriormente, se lavan con agua destilada para retirar el remanente de HCI, luego con
alcohol isopropilico al 70% y se esterilizan, para su posterior uso. Para evaluar las ERO
mitocondriales se realiz6 una cotincién MitoSox Red-Mitotracker Green de las lineas celulares
MCF7, MCF10A, MDAMB231, MDAMB468 y BT549. Primeramente, se coloca un
cubreobjetos previamente tratado, dentro de una caja Petri de 30 mm desechable de plastico y
estéril, posteriormente, se coloca el medio de cultivo correspondiente a cada linea celular. Se
sembraron de 100000 a 150000 células descargando cuidadosamente la suspension de células
sobre el cubreobjetos, incubando durante 24 horas con la finalidad de que las células se adhieran
y tomen su morfologia celular caracteristica.

Para la tincion se requirieron los medios de cultivo completos correspondientes a cada
linea celular y PBS 1X, ambos precalentados a 37°C. El reactivo de trabajo se prepara con 2 mL
de medio de cultivo completo, se precalienta a 37°C y se agregan MitoSox Red para obtener
una concentracion final de 2 uM y Mitotracker Green a una concentracion final de 200 nM,
ambos colorantes se afiaden juntos para realizar la tincion de manera simultanea. Se coloca la
combinacion de ambos colorantes a la caja Petri con cubreobjetos al que previamente ya se
adhirieron las células y se incuban por 15 minutos a 37°C protegiendo de la luz.

Después de la incubacion las células se lavan 2 veces con PBS 1X precalentado a 37°C
y el cubreobjetos se monta sobre un portaobjetos perfectamente limpio, colocando 10 uL de
medio de cultivo completo para evitar que las células se sequen y mueran. Este es un paso vital
para la tincion, ya que se debe realizar con extremo cuidado debido a que la friccion puede
fragmentar las mitocondrias. Se fijé el cubreobjetos al portaobjetos empleando un barniz de
consistencia espesa y se observo inmediatamente en un microscopio de fluorescencia Zeiss
Observer.Z1 equipado con una cadmara Axiocam MRm y un sistema de iluminacion Apotome.
Las laminillas se observaron a 63X con aceite de inmersion. Finalmente, las imagenes se

limpiaron y analizaron con el programa ZEN lite 2.3.
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6.4.4 Determinacion de ERO mitocondriales por citometria de flujo

En placas de 6 pozos se sembraron, 100 000 a 200 000 células de las lineas celulares de
cancer de mama MCF7, MCF10A, MDAMB231, MDAMB468 y BT549, posteriormente se
tifien con MitoSox Red (Excitacion 510- Emision 580 nm) a una concentracion de 5uM en
medio de cultivo completo y se incuban a 37 °C, por 15 minutos protegiendo de la luz. Se lavan
las células con PBS 1x dos veces durante 30 segundos, agitando cuidadosamente. Para recuperar
las células, se incubaron con tripsina 1X en las condiciones que corresponden a cada linea
celular. Las pastillas celulares obtenidas se resuspenden en 50 uL de PBS con 3% de SFB para
su posterior lectura y se filtran en una malla con tamafio de poro de 100 micras. Las células se
transfirieren a tubos adecuados para el citdbmetro de flujo. Finalmente, se leyeron las muestras
en un citometro de flujo BD FACS Canto Il usando los voltajes mostrados en la Tabla 9. Se

analizaron en el programa FlowJo V10.

MCF10A 250 250 380 380 580
MCF7 300 300 380 380 580
MDAMB231 250 250 380 380 580
MDAMBA468 250 250 400 400 580
BT549 230 230 360 360 580

Tabla 9. Voltajes utilizados en cada linea celular para las lecturas en el citometro de flujo para la
cuantificacion de ERO mitocondriales.

6.5 Manipulacion y evaluacion de los niveles de ERO con antioxidantes.

Los niveles intracelulares de ERO se modificaron in vitro utilizando los antioxidantes
N-acetil cisteina (NAC) y MitoTEMPO a distintas concentraciones y tiempos. La disminucién
en ERO se evalu6 por citometria de flujo utilizando DHE (dihidroetidio) para medir ERO totales
y MitoSox Red para medir ERO mitocondriales, empleando la metodologia descrita con
anterioridad.

Las concentraciones de NAC para reducir ERO totales fueron 30 mM con una
incubacion de 2 horas, éstas condiciones se utilizaron para evaluar muerte y proliferacion

celular. También se utilizaron concentraciones 1, 3.5 y 7 mM con una incubacion de 24 horas,
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éstas condiciones se emplearon para evaluar la secrecion de citocinas, asi como muerte y
proliferacion celular a 24 y 48 horas.

La concentracion de MitoTEMPO para reducir ERO mitocondriales fue de 100 uM por 24 horas,
misma que se empled para evaluar la secrecion de citocinas a 24 horas, asi como muerte y

proliferacion celular a 24 y 48 horas.

6.5.1 Preparacion y almacenamiento de la N-acetilcisteina.

El antioxidante N-acetil cisteina (Sigma-Aldrich A7250) se prepara a una concentracion
stock de 1M, disolviéndolo en PBS 1X mediante agitacion, sin aplicar calor y se ajusto el pH a
7.0 con una solucion de hidréxido de sodio 1M vy se esteriliza por filtracion. EI NAC empleado
en este trabajo se preparo el mismo dia en que se uso y el sobrante se desecho, ya que el uso de

NAC congelado no muestra un efecto eficiente para la disminucion de ERO.

6.5.2 Preparacion y almacenamiento del antioxidante MitoTempo

El antioxidante MitoTempo (Sigma-Aldrich SML0O737) se prepara disolviendo el
liofilizado en agua estéril a una concentracion de 20 mM y se almacena a -20 °C, no es necesario
ajustar el pH. Es importante mencionar que las alicuotas de MitoTempo no deben descongelarse
repetidamente (soportan una sola descongelacion), ya que esto provoca que se degrade y no

funcione eficientemente, por lo cual se recomienda alicuotar en volimenes pequefios.

6.6 Manipulacion y evaluacion de los niveles de ERO con prooxidantes

Los niveles intracelulares de ERO se modificaran in vitro utilizando los prooxidantes
peréxido de hidrogeno (comun, de venta libre en farmacias) y Antimicina A (Sigma- Aldrich
A8674) a distintas concentraciones y tiempos. El peroxido de hidrogeno comercial tiene una
concentracion de 880 mM, se diluye en medio de cultivo hasta la concentracién deseada el
mismo dia que se va a usar. La Antimicina A se prepara en DMSO a una concentracion stock

de 20 mM y se congel6 en alicuotas pequefas a -20 °C.
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El incremento en ERO se evaluo por citometria de flujo utilizando DHE (dihidroetidio)
para medir ERO totales y MitoSox Red para medir ERO mitocondriales, empleando la
metodologia descrita con anterioridad.

La concentracion de H.O> para incrementar la ERO totales fue de 100uM con una
incubacion de 2 horas, estas condiciones se utilizaron posteriormente para evaluar muerte y
proliferacion celular a 24 horas.

Las concentraciones de Antimicina A (inhibidor del complejo 11l de la cadena
respiratoria) para incrementar las ERO mitocondriales fueron de 1 y 5 uM, incubando por 24

horas.
6.7 Ensayos de proliferacion

La proliferacion celular se evalud en el equipo Incucyte ZOOM durante 24 y 48 horas. Las
células se sembraron en placas de 96 pozos con una densidad de 3 000-5 000 células por pozo
y se incubaron por 24 horas para permitir que se adhirieran y adquirieran su morfologia
caracteristica, posteriormente se trataron con peréxido de hidrdgeno, N-acetilcisteina o
MitoTempo a las concentraciones indicadas con anterioridad y se fotografiaron cada 4 h por 24
h y 48 horas. La proliferacion se evalu6 usando el software del equipo y se grafic6 como % de
confluencia con respecto al tiempo. Se evaluo la muerte celular después de 24 h con tincién con
yoduro de propidio (PI) 10 uM durante 10 min. Se tomaron imagenes de fluorescencia en el
sistema Incucyte ZOOM y la muerte celular se expresé como % de confluencia rojo (Pl +) /%

confluencia total.

6.8 Ensayo de muerte celular

La muerte celular se evaluo6 en el equipo Incucyte ZOOM durante 24 y 48 horas. Las
células se sembraron en placas de 96 pozos con una densidad de 3 000-5 000 células por pozo
y se incubaron por 24 horas para permitir que se adhirieran y tomaran su morfologia correcta,
posteriormente se trataron con perdxido de hidrogeno, N-acetilcisteina o MitoTempo a las
concentraciones indicadas con anterioridad. Se evalu6 la muerte celular después de 24 hy 48

horas tifiendo con yoduro de propidio (IP) 10 uM durante 10 min. Se tomaron imagenes de
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fluorescencia en el sistema Incucyte ZOOM vy la muerte celular se expres6 como % de

confluencia roja (P1 +) / % confluencia total.

6.9 Evaluacion de la secrecion del factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF)
mediante ensayo de ELISA.

Para evaluar la secrecion de MIF se utiliza un ensayo de ELISA con el kit Human MIF
DuoSet ELISA de R&D systems (DY 289). Este kit contiene un anticuerpo primario contra MIF
que se emplea como anticuerpo de captura a una concentracion de 2 ug/mL en PBS 1X, para
ello se afladen 100 pL del anticuerpo de captura por pozo, empleando placas de 96 pozos de alta
adherencia DY991 de R&D systems y se deja incubando durante toda la noche, sin la necesidad
de protegerse de la luz a temperatura ambiente.

Al dia siguiente se retira el sobrenadante y se lava 3 veces con 300 uL de PBS-Tween
0.01 % (buffer de lavado), después del ultimo lavado, se eliminan los residuos del buffer secando
la placa con toallas de papel. Posteriormente, se bloquea la placa afiadiendo 300 uL de BSA al
3% (reactivo diluyente) y se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. Nuevamente se
realizan 3 lavados con PBS-Tween 0.01 % y se deja secar perfectamente.

Para el ensayo se afiaden 100uL de los sobrenadantes procedentes de los cultivos de las
lineas celulares MCF7, MDAMB231, MDAMB468 y BT549, en condiciones control y con los
tratamientos antioxidantes, asi mismo se afiaden pozos para control negativo que consisten en
medio de cultivo correspondiente a cada linea celular y como control positivo MIF
recombinante; la placa se cubre completamente con papel parafilm y se deja incubar por 2 horas.
Pasado el tiempo de incubacidn, se lava la placa con 300 ul de buffer de lavado y se seca la
placa con toallas de papel. Se afiaden 100 uL del conjugado de estreptavidina-HRP (solucién
de trabajo) en cada pozo, se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente protegido de la
luz, se lavo nuevamente con buffer de lavado 3 veces. Luego se agregaron 100 pL de una mezcla
1:1 de la solucidn sustrato DY999 R&D Systems. Se incubd 20 minutos a temperatura ambiente
y se agregaron 50 uL de la solucion de paro (H2SO4 2N). La placa se leyo en el lector de ELISA

a 450 nm restando el fondo a 575 nm.
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6.10 Evaluacion de la secrecion de citocinas proinflamatorias

Los cambios en la concentracion de citocinas secretadas al medio de cultivo se evaluaron
en las lineas celulares en condiciones basales. Las citocinas en el medio se cuantificaron por
citometria de flujo en un citdbmetro BD FACS Canto Il (BD Biosciences) utilizando el BD™
CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (Catadlogo 551811), que permite detectar y
cuantificar simultaneamente a las siguientes citocinas: interleucina-8 (IL-8), interleucina-1p
(IL-1B), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), factor de necrosis tumoral (TNF-o) y
la interleucina-12p70 (IL-12p70).

Este kit cuenta con perlas de captura que corresponden a cada una de las citocinas,
perlas de compensacion que son Utiles para configurar los voltajes y compensaciones iniciales
del citdmetro, perlas de deteccion para las citocinas proinflamatorias humanas conjugadas con
PE, estandares para cada una de las citocinas proinflamatorias, un detector de control positivo
de PE y otro para FITC, un buffer de lavado y un buffer diluyente.

Para cuantificar las citocinas se recolectan los sobrenadantes de los cultivos de las
lineas celulares MCF7, MDAMB231, MDAMBA468 y BT549 en condiciones basales (sin
ningun tratamiento) y se centrifugan a 3500 rpm para retirar restos celulares, cabe destacar que
para este ensayo es imprescindible usar sobrenadantes frescos, que no hayan estado congelados
0 expuestos a alguna condicidon que produzca la degradacion de citocinas. Para el ensayo, se
reconstituyen los estandares de citocinas proinflamatorias humanas con el buffer diluyente
durante 15 minutos, se realizan diluciones en serie, las cuales se usan posteriormente para la
curva estandar. Se pipetean 10 uL de la suspension de cada una de las perlas de captura y se
mezclan con un vartex, luego se colocan 50 uL de la mezcla a cada tubo, con 50 uL de cada
dilucion para la curva estandar o 50 uL de cada sobrenadante y 50 pL de reactivo de deteccion
de PE, se incuba durante 3 horas a temperatura ambiente protegiendo de la luz. Pasadas las 3
horas se lavan las muestras con 1 mL de Buffer de lavado y se centrifugan a 3500 rpm, se
decanta el sobrenadante y se afiaden 300 pL de buffer de lavado y se analizan las muestras en
un citometro BD FACS Canto Il (BD Biosciences).
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6.11 Analisis de datos en el programa FlowJo V10.

El anlisis de los datos obtenidos de los ensayos de citometria de flujo, se realizé en el
programa FlowJo V10, en el cual se ingresan los datos crudos del citometro de flujo. Para iniciar
el analisis, se seleccionan los pardmetros FSC-A y SSC-A, que son parametros que indican el
tamafio y la complejidad de una célula respectivamente, por lo cual este primer filtro es Gtil para
identificar al tipo de células (A), posteriormente se posicionan los parametros FSC-A 'y FSC-H,
que corresponden a la seleccion de células individuales o singletes (B), luego se establece el
umbral en el cual se considera positiva la tincion con DHE o MitoSox Red (C), lo siguiente es
determinar las poblaciones ERO"9" y ERQ'®" (D) y finalmente, se plasman estos datos en una
gréfica de frecuencia relativa (E),(Figura 8).
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Figura 8. Andlisis de datos obtenidos en el citometro del flujo. Para el analisis de datos se utilizé el
programa FlowJo V10, en A se muestra la seleccion para el tipo de células, en (B) se eligieron los
singletes, en (C) se determiné el umbral positivo a la fluorescencia del colorante, en (D) se establecieron
las poblaciones de células ERO "9 y ERO ' y se plasmaron los datos en una grafica de frecuencia
relativa (E).
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6.12 Analisis estadistico

Las gréaficas muestran tres o mas experimentos independientes y cada figura muestra la
media * error estandar. Las pruebas t de student, ANOVA vy pruebas post-hoc Tukey y Dunnett
se realizaron con GraphPad Prism 5. Las pruebas post-hoc Tukey se realizaron para comparar
las medias de la figura de ERO totales y ERO mitocondriales y se utiliz6 el post-hoc Dunnett
para comparar condiciones control con tratamientos. Finalmente la t de student se utilizé para
comparar los cambios en las poblaciones ERO "9 y ERO "% en las graficas de frecuencia

relativa.
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CAPITULO II1.
RESULTADOS Y DISCUSION
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5. Resultados
5.1 Las lineas celulares triple negativo (TN) tienen niveles basales de ERO mayores que

las lineas ER+ y la no tumorigenica.

El dihidroetidio es un colorante ampliamente usado para cuantificar ERO, ya que
reacciona con el Oz~ formando 2-hidroxietidio y forma etidio en presencia oxidantes de un
electrén o de manera enzimatica, el etidio en particular es un cation que tiene la capacidad de
intercalarse con el ADN, ambos productos de oxidacién flourescen en color rojo y no se
distinguen en células intactas con los métodos de cuantificacion que se emplearon en este trabajo
(microscopia de fluorescencia y citometria de flujo), por lo tanto, esta sonda fluorescente es
indicativa de los niveles de ERO totales y las células positivas a este marcador se distinguen por
tener nicleos tefiidos en rojo 169170,

Como se menciond con anterioridad, se sabe que diferentes tipos de células tumorales
producen niveles elevados de ERO en comparacion con sus células homdlogas normales,
ademas de mostrar una mayor dependencia de sistemas antioxidantes ", este incremento en
ERO puede tener diversas funciones en las células cancerosas, por ejemplo, la activacion de vias
de sefializacion protumorigénicas, la activacion de vias relacionadas con la proliferacion y
supervivencia celular, dafios al ADN, inestabilidad genética, inactivacion de genes supresores
de tumores y la resistencia al tratamiento °. Algunos de los tipos de cancer en los que se ha
observado una elevacion de las ERO son la leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide
aguda y cancer de mama °.

Por esta razdn, se analizaron los niveles de ERO realizando una tincion con dihidroetidio
/Hoechst en las lineas celulares MCF10A, MCF7, MDAMB231, MDAMB468 y BT549 en
condiciones basales y con tratamiento con un agente oxidante H.O, a 60 y 100 uM (control
positivo), por lo que se pudo observar que las lineas celulares que corresponden al subtipo de
cancer TN presentaban un mayor nimero de células positivas a dihidroetidio en condiciones
basales, en comparacion con la linea celular MCF7 y MCF10A que son ER+ y no tumorigénica
respectivamente (Figura 9). Se observd, que el tratamiento con un agente antioxidante,
incremento visualmente el nimero de ndcleos tefiidos en rojo en las lineas celulares MCF10A

y MCF7, pero no asi en las lineas TN (Figura 9).
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Figura 9. Las lineas celulares TN, mostraron un mayor nimero de nacleos tefiidos con DHE (ndcleos
rojos) en comparacion con las lineas celulares ER+ y no tumorigénica. Se realizé una cotincion con
dihidroetidio /Hoechst en lineas representativas a cada subtipo de cancer de mama, observando que las
lineas TN mostraron mayor nimero de ndcleos positivos a DHE, adicionalmente se dié un tratamiento
con H0, a 60y 100 uM que mostré una mayor sensibilidad al tratamiento en las lineas no tumorigénica
y MCF7. Iméagenes representativas de 3-5 experimentos independientes.
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Posteriormente, se realizé un conteo manual de cada uno de los ndcleos tefiidos con DHE
(color rojo) y nucleos tefiidos con Hoechst (color azul) en fotografias representativas de cada
linea celular de 3-5 experimentos independientes, esto con la finalidad de cuantificar el
porcentaje de nlcleos positivos a DHE. Este conteo se realiz6 usando el programa ZEN lite 2.3
para facilitar el conteo manual, el porcentaje de nucleos positivos a DHE se obtuvo dividiendo
el nimero total de nucleos rojos, entre el namero total de nicleos azules.

En la Gréfica 1, se muestran los resultados de este analisis, lo que nos permite observar
claramente las diferencias en los porcentajes de células positivas a DHE entre una linea no
tumorigénica, una ER+ y TN, evidenciando que las lineas triple negativo tienen mas del 45%
de sus celulas positivas a DHE, este hallazgo podria indicar que las ERO pueden estar asociadas
a la malignidad y al subtipo de cancer de mama, ya que actualmente se sabe que el subtipo de
cancer TN sugiere un mal prondstico para las pacientes, por tener mayor riesgo de diseminarse
y que ademas no existe una terapia especifica. Ademas de que las ERO estan asociadas a la
activacion de vias de sefializacion relacionadas con la oncogénesis, la resistencia a la

quimioterapia y con un mal pronostico en diferentes neoplasias incluido el cancer de mama °.
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Gréfica 1. Las lineas celulares TN tienen un alto porcentaje de células positivas a DHE. El conteo
manual de células mostré que las lineas TN captan mas DHE en comparacion con las lineas no
tumorigenica y luminal, lo cual podria estar asociado a la malignidad del subtipo TN. La Grafica muestra
la media de 3-5 experimentos independientes. One Way ANOVA Post Hoc Tukey. *Diferente a
MCF10A y MCF7 con *p <0.05; **p <0.01, y ***p <0.001
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Asi mismo, se empled un tratamiento con peroxido de H>O> a concentraciones de 60 y
100 uM durante 2 horas, inicialmente como control positivo (Gréafica 2). Con base a esto
podemos notar que las lineas celulares no tumorigénica y ER+, parecen tener mayor sensibilidad
a los tratamientos oxidantes y no asi las TN, con respecto a esto, se ha documentado que lo
tumores que tienen mayor grado de malignidad tienden a tener sobreactivadas vias de resistencia
a farmacos o vias que favorecen la desintoxicacion de xenobidticos, como es la via de NRF2,
que regula la transcripcion de enzimas antioxidantes y de enzimas desintoxicantes y se ha
encontrado una alta tasa de expresion de esta proteina en distintas neoplasias como el cancer
gastrico 172 y el cancer de mama 3.

Por todo lo anterior, los datos obtenidos sugieren que las lineas celulares tumorigénicas,
pueden tener un mejor sistema antioxidante y desintoxicantes, el cual le permite soportar altos
niveles de ERO, e inclusive tolerar estimulos oxidantes y asi mismo esta caracteristica podria

estar asociada a su malignidad.

Bl MCF10A
Bl MCF7

B MDAMB231
B MDAMB468
[ BT549

0 O ‘O 00 o H02
ORY O O o o (am)

NUCLEOS DHE + (%)

Gréfica 2. Las lineas celulares tumorigénicas muestran baja sensibilidad al tratamiento oxidante. El
tratamiento con H>O, mostro un efecto significativo solo en la linea celular MCF10A y no en las lineas
tumorigeénicas MCF7, MDAMB231, MDA468 y BT549, lo que sugiere que las lineas carcinogénicas
tienen una mejor tolerancia al tratamiento oxidante. La grafica muestra la media de 3-5 experimentos
independientes. One Way ANOVA Post Hoc Dunnett. *Diferente a MCF10A control contra tratamiento
con *p <0.05.
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Para verificar los datos obtenidos por microscopia de fluorescencia, se evaluaron los
niveles de ERO mediante citometria de flujo empleando nuevamente DHE como marcador de
fluorescencia, se graficdé la intensidad media de fluorescencia normalizada con la
autofluorescencia correspondiente a cada linea celular, se analizaron y compararon los niveles
basales de las lineas TN con respecto a la linea ER+ y no tumorigénica y se realizé un analisis
mediante pruebas estadisticas (*p<0.05, One-Way-Anova, Post Hoc Tukey) (Gréfica 3).
Observamos de manera clara y contundente que las lineas celulares TN muestran niveles de

ERO superiores a las MCF7 y MCF10A en condiciones basales.
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Gréfica 3. Las lineas celulares TN tienen mayores niveles basales de ERO totales que las lineas
celulares no tumorigénica y luminal. Se cuantificaron las ERO totales en condiciones control en las
lineas MCF10A (no tumorigénica), MCF7 (luminal), MDAMB231 (TN), MDAMBA468 (TN) y BT549
(TN), mediante citometria de flujo. La grafica muestra la media de 3-5 experimentos independientes.
One Way ANOVA Post Hoc Tukey. *Diferente a MCF10A y MCF7 con *p <0.05 y **p <0.01.

5.2 Los niveles basales de ERO de las lineas celulares de cancer de mama pueden

modificarse con el uso de oxidantes y antioxidantes.

Para demostrar si los niveles elevados de ERO tenian una funcién importante en el
mantenimiento de la sefializacién oncogénica y en la supervivencia celular, se utiliz6 un agente
oxidante (H20>) para incrementar los niveles de ERO y un agente antioxidante (N-acetilcisteina)
para disminuir ERO en las lineas celulares. Se analizaron los niveles de ERO con DHE de

manera independiente en cada linea celular para identificar poblaciones con distintos niveles de
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ERO. Para el andlisis dividimos la poblacion en dos, una poblacién con niveles altos de ERO
(ERO"9") y una con niveles bajos (ERO"™), tal y como se explica en el apartado 6.11 y Figura
8. Posteriormente, las células fueron expuestas a dos tratamientos, uno con H.O2 100 uM
(prooxidante) y otro con N-acetilcisteina (NAC) 30 mM (antioxidante), durante dos horas
(Gréficas 4 y 5). De manera similar a lo observado en la gréfica 2, no se encontraron cambios
en la intensidad de fluorescencia media de las poblaciones con los tratamientos (datos no
mostrados), pero dado que la citometria nos permite evaluar cambios en poblaciones celulares,
hicimos un analisis de las poblaciones EROM" y ERQO'™, Con el tratamiento oxidante
observamos que la poblacion alta en ERO (EROM" aumentd, mientras que la poblacion baja
(ERO'™™), disminuyo. Por el contrario, con el tratamiento antioxidante la poblacion alta en ERO
se ve disminuida mientras que la poblacion baja aumentd. Por lo tanto, concluimos que las ERO
basales pueden modificarse ya sea elevandolas con un agente oxidante o disminuyéndolas con

un antioxidante (Gréafica 4).
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Grafica 4. El tratamiento oxidante incrementa la poblacion alta en ERO (ERO""). El tratamiento con
60 y 100 uM de H;0; por 2 horas, incrementa la poblacion ERO"®" y disminuye la poblacién ERO'™ en
las cuatro lineas celulares. La grafica muestra la media de 3-5 experimentos independientes. T de student.
*El tratamiento oxidante es diferente al control, con *p <0.05.
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Gréfica 5. El tratamiento antioxidante disminuye la poblacion alta en ERO (EROM9"). El tratamiento
con NAC 30mM por 2 horas, disminuye la poblacion ERO™® e incrementa la poblacion ERO'™ en las
cuatro lineas celulares. La grafica muestra la media de 3-5 experimentos independientes de student.*El
tratamiento oxidante es diferente al control, con *p <0.05.

5.3 Las lineas celulares TN muestran una mayor susceptibilidad al tratamiento

antioxidante.

Para estudiar el impacto que podria tener el uso de un oxidante o un antioxidante se
realizaron los ensayos de muerte y proliferacion celular empleando 60 y 100 uM de H202y 15
y 30 mM de NAC (Figura 10 y Grafica 6). Para evaluar la muerte celular, se realizé una tincion
con ioduro de propidio (IP). EI IP es un colorante impermeable a la membrana plasmatica de las
células vivas, pero aquellas células que tienen una membrana plasméatica comprometida son
permeables a este colorante, por lo tanto, aquellas células que se tifien en rojo corresponden a

células muertas.
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El panel de iméagenes (Figura 10) tomadas después de 24 horas de tratamiento, muestra
que las lineas celulares TN presentan un mayor namero de células tefiidas con ioduro de propidio
(IP), asi como un cambio drastico en su morfologia tras el tratamiento con NAC a 15y 30 mM,
lo cual no se observa en las iméagenes que corresponden a la linea ER+.

CONTROL H,0, 100 NAC 30 mM

Figura 10. Las lineas TN muestran un mayor nimero de células positivas a IP con el tratamiento
antioxidante. Se trataron a las células MCF7, MDAMB231, MDAMB468 y BT549 con 60 y 100 uM
de H0, y con NAC a 15y 30 mM, los ensayos de muerte celular mostraron que las lineas TN, presenta
un mayor nimero de células tefiidas con IP, lo que se traduce en una mayor tasa de muerte celular.
Imagenes representativas de 3-5 experimentos independientes.
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Al cuantificar estos datos (Grafica 6), es evidente que el porcentaje de muerte celular
con el tratamiento antioxidante es superior en las lineas TN en comparacion con la linea ER+,
esto pone de manifiesto que las ERO juegan un papel importante en la sobrevivencia de las
mismas y que su inhibicidn con antioxidantes podria estar modificando o inhibiendo alguna
funcién bioldgica de importancia para este subtipo celular. Por otro lado, el tratamiento con
H202 muestra que las lineas celulares MCF7 y BT549 son mas susceptibles a los prooxidantes,
en contraste con las lineas celulares MDAMB468 y MDAMB231 (Figura 10 y Grafica 6), las
cuales parecen tolerar mejor este tratamiento, este hallazgo podria sugerir que estas lineas TN

tienen una mejor respuesta ante estimulos oxidantes.
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Gréfica 6. Las lineas TN muestran una mayor tasa de muerte celular con el tratamiento antioxidante.
Se trataron a las células MCF7, MDAMB231, MDAMB468 y BT549 con H,0, 60, 100 uM o NAC 15,
30 mM, los ensayos de muerte celular mostraron que las lineas TN, presentan un mayor porcentaje de
células tefiidas con IP, es decir una mayor tasa de muerte celular. La grafica muestra la media de 3-5
experimentos independientes. One Way ANOVA Post Hoc Dunnett. **El tratamiento oxidante o
antioxidante es diferente al control con *p <0.05, **p <0.01 y ***p <0.001.
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La proliferacion celular también se vié afectada con el tratamiento de NAC siendo mas
evidente la diferencia entre las lineas TN y la ER+, es decir que en la linea celular MCF7 se
observo una disminucidn en la proliferacion a las concentraciones de 15 y 30 mM con respecto
al control sin tratamiento y la disminucion fue mucho mas evidente en las lineas TN, con lo que
podemos concluir que las lineas TN son mas sensibles al tratamiento antioxidante que la linea
luminal (Gréfica 7). Interesantemente, el tratamiento prooxidante afect6 en mayor proporcion
la proliferacion de la linea MCF7 y no asi en lineas celulares TN como las MDAMB231 y
MDAMBA468 (Gréfica 7). De acuerdo con los datos anteriores, la linea celular BT549 a pesar
de ser del subtipo TN, también fue sensible al tratamiento oxidante en ambas concentraciones
(Gréfica 7), sugiriendo diferencias importantes dentro del subtipo TN con respecto a la respuesta

al tratamiento con H>0,.
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Gréfica 7. Las lineas TN muestran una mayor disminucion en la proliferacién con el tratamiento
antioxidante. Se trataron a las células MCF7, MDAMB231, MDAMB468 y BT549 con H,0O, 60, 100
uM o NAC 15, 30 mM, los ensayos de proliferacion celular mostraron que las lineas TN tienen una
mayor sensibilidad al tratamiento antioxidante, ya que el NAC disminuye dramaticamente el porcentaje
de confluencia con respecto al tiempo en las TN y en menor proporcion en las MCF7. La grafica muestra
la media de 3-5 experimentos independientes. One Way ANOVA Post Hoc Dunnett. *El tratamiento
muestra diferencias con respecto al control con *p <0.05, **p <0.01 y ***p <0.001.
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5.4 Las lineas celulares triple negativo muestran niveles elevados de ERO mitocondriales

Se ha documentado que las ERO tienen un papel importante en el origen y la progresion
del cancer y que pueden ser utilizadas como una posible diana terapéutica. Sin embargo, es
fundamental conocer la fuente de estas ERO, ya que actualmente se sabe que ERO de fuentes
distintas pueden tener funciones distintas. Al respecto, existe evidencia de que las ERO
mitocondriales pueden inducir la activacién de HIF1-a 1™, Por otro lado, las ERO provenientes
de las NOX, se han asociado a diferentes neoplasias, por la activacion de vias relacionadas con
la carcinogénesis y se ha encontrado una elevada expresion de éstas en distintos tipos de cancer,
incluido el cancer de mama®. Por esta razon, conocer la fuente de las ERO en las lineas celulares
correspondientes a cada subtipo de cancer de mama, fue importante, ya que actualmente se
cuenta con la posibilidad de inhibir especificamente una fuente u otra y esto representaria una
manera mas especifica de dirigir un tratamiento con antioxidantes.

En funcion a esto, se utilizO una sonda fluorescente util para detectar ERO
mitocondriales (MitoSox Red) en cotincion con una sonda que se emplea habitualmente para
marcar mitocondrias (MitoTracker Green). EI MitoSox Red es un derivado del DHE, al cual se
le ha afiadido un grupo trifenilfosfonio cargado positivamente (TPP+), lo que permite la
acumulacion en la mitocondria y posteriormente al reaccionar con el anion superdxido, se oxida
y se intercala en el ADN mitocondrial dando una fluorescencia roja 1°. Por otra parte, el
Mitotracker Green es un marcador fluorescente que se acumula selectivamente a la matriz
mitocondrial por contener también un grupo TPP+, y que se une de manera covalente a las
proteinas de la mitocondria al reaccionar con los grupos tiol libres, que estan presentes en los
residuos de cisteinal’®.

La cotincion con estos dos colorantes se realizé en células vivas correspondientes a los
diferentes subtipos de cancer de mama, primeramente, con la finalidad de corroborar que el
MitoSox Red en efecto estaba detectando ERO mitocondriales, lo que se comprob6 al observar
la localizacion de ambos colorantes. De manera interesante, se observé que las mitocondrias de
las lineas TN mostraban mayor fluorescencia para el MitoSox Red y una mayor colocalizacién
con el MitoTracker Green y ademas se observo que las condiciones en las que se llevd a cabo
la tincién permitieron mantener perfectamente la morfologia mitocondrial caracteristica de cada

linea celular (Figura 11).
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Figura 11. Las lineas celulares TN muestran mayor fluorescencia con el colorante MitoSox Red. La
tincion con la sonda especifica para la deteccion de ERO mitocondriales (MitoSox Red), mostré una
mayor fluorescencia en las lineas TN, en comparacion con la linea ER+ y NT. Adicionalmente, se
demostr6 que las condiciones de tincién conservan perfectamente la morfologia mitocondrial
caracteristica de cada linea celular. Imagenes representativas de 3-5 experimentos independientes.
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Asi mismo, se cuantificaron los niveles de ERO mitocondriales por citometria de flujo,
en lo que demostramos que las lineas TN tenian mayores niveles basales de ERO mitocondriales
en comparacion con la linea ER+. Al comparar con la linea no tumorigénica, las lineas
MDAMB468 y BT549 mostraron diferencias significativas, lo que sugiere que la fuente
principal de ERO en estas lineas TN, es la mitocondria y no asi en la linea celular MDAMB231

donde podria haber otra fuente adicional (Gréfica 8).
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Gréfica 8. La mitocondria es la principal fuente de ERO en las lineas TN. La tincion con el marcador
de fluorescencia MitoSox Red mostré una mayor fluorescencia en las lineas TN en comparacion con la
linea ER+. La grafica muestra la media de 3-5 experimentos independientes. One Way ANOVA Post
Hoc Tukey. *Es diferente de MCF7 y 6 es diferente de MCF10A, en donde *6 p < 0.05; **36 p < 0.01;
#*%4558 p < 0.001.

Es importante destacar que al tratar a las células con un bloqueador del complejo 111 de
la cadena de transporte de electrones (Antimicina A), se observo un incremento significativo en
ERO mitocondriales en las lineas celulares MCF10A, MCF7 y MDAMB231 y no en las lineas
MDAMB468 y MDAMB549. Estos datos sugieren que estas Ultimas lineas celulares
probablemente ya estaban produciendo altos niveles de ERO mitocondriales de manera basal y

por lo tanto, ya no incrementan con el tratamiento prooxidante (Grafica 9).
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Gréfica 9. El tratamiento con Antimicina A incrementa las ERO en las lineas celulares con menores
niveles de ERO mitocondriales. El tratamiento con Antimicina A incrementd las ERO mitocondriales
en las lineas celulares MCF10A, MCF7 y MDAMB231 y no en las MDAMBA468 y BT549, que son las
lineas con altos niveles de ERO mitocondriales. La grafica muestra la media de 3-5 experimentos
independientes. One Way ANOVA Post Hoc Dunnett. *El tratamiento oxidante es diferente al control
con *p <0.05, **p <0.01 y ***p <0.001.

MitoSox Red (IMF)

Es importante mencionar que, aunque la linea celular MDAMB231 mostrd0 mayores
niveles de ERO mitocondriales con respecto a la linea MCF7, ésta no mostré una intensidad
media de fluorescencia para el MitoSox Red, similar a las otras lineas TN (Gréafica 8), aun
cuando su fluorescencia para DHE fue similar a la linea TN MDAMBA468. Ademas, la
frecuencia relativa de las células MitoSox™" fue menor que la poblaciéon DHE"" tanto en la
linea MDAMB231 como en la MDAMB468, pero no en la linea celular BT549 (Figura 12). Los
datos anteriores indican que las lineas celulares MDAMB231, en mayor medida, Yy
MDAMB468, en menor medida, tienen fuentes de ERO adicionales a las mitocondrias que

contribuyen al mantenimiento de su alto estado de oxidacion.
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Figura 12. Las lineas celulares MDAMB468 y MDAMB231 tienen fuentes de ERO adicionales a la
mitocondria. Al comparar la frecuencia relativa de las poblaciones DHE™" y Mitosox"%" se observa
que la linea celular BT549 tiene porcentajes similares, 1o que sugiere que su principal fuente de ERO es
la mitocondria, a diferencia de las lineas MDAMB231 y MDAMBA468 cuyos porcentajes de frecuencia
relativa son menores en la fluorescencia para el MitoSox Red, lo que sugiere fuentes de ERO adicionales
a la mitocondria. Iméagenes representativas de 3-5 experimentos independientes.

5.5 Las poblaciones ERO"9" y ERO'Y de células positivas a DHE pueden modificarse con

el tratamiento antioxidante con NAC y MitoTempo

Se evalu6 mediante citometria de flujo el efecto de los antioxidantes NAC vy
MitoTEMPO sobre las poblaciones ERO"9"y ERO' a concentraciones de 1, 3.50 7 mM para
el NAC y 100 uM para el MitoTEMPO por 24 horas. Esto nos permitié observar que es posible
modificar los niveles de ERO totales y mitocondriales en las lineas celulares, ya que el NAC es
un precursor del glutatién y ademas elimina radicales libres, porque puede interactuar con las
ERO como el OH' y el H20,8.

Por lo tanto, proponemos que el efecto observado con NAC corresponda a la inhibicion
de ERO totales. Por otro lado, el MitoTEMPO es un antioxidante dirigido a la mitocondria, que
elimina al anién superoxido mitocondrial, debido a que es una combinacion del antioxidante
nitroxido de piperidina (TEMPO) con el cation lipofilico TPP+, lo que le da al MitoTEMPO la

capacidad de acumularse en la mitocondria, imitando a la SOD mitocondrial 7.
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Observamos de manera interesante que las concentraciones de NAC 3.5y 7 mM reducen
las poblaciones EROM9" e incrementan las poblaciones ERO"" de manera significativa en todas
las lineas celulares estudiadas, tras la incubacién por 24 horas (Grafical0).
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Gréfica 10. Las ERO totales pueden modificarse con el antioxidante NAC. En las gréaficas se muestran
los tratamientos con NAC 1, 3.5y 7 mM por 24 horas. Se observé una reduccion de la poblacion ERQM9"
y un incremento de la poblacién ERO'™, con los tratamientos 3.5 y 7 mM. La gréfica muestra la media
de 3 experimentos independientes. T de student. *EIl tratamiento antioxidante es diferente al control
respectivo, con *p <0.05.

Del mismo modo, el antioxidante mitocondrial MitoTEMPO (MT), mostré un efecto
similar a una concentracion de 100 pM por 24 horas. Se observd una disminucion en la
frecuencia relativa de la poblacion ERO"" y un incremento en la frecuencia de la ERO"Y
(Gréfica 11), lo que demuestra que se pueden modificar los niveles basales de ERO totales y
mitocondriales en estas lineas celulares. Es importante destacar, que estas concentraciones al
ser mas bajas se pueden emplear por periodos de tiempo mas largos, lo que nos permitié realizar

posteriormente distintos experimentos.
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Gréfica 11. Los niveles basales de ERO mitocondriales pueden modificarse con el antioxidante
MitoTEMPO. Se incubaron las células con MitoTEMPO 100 uM por 24 horas, lo que hizo posible
reducir las poblaciones de ERO"%" e incrementar las poblaciones de ERO™". La gréafica muestra la media
de 3 experimentos independientes. T de student.*El tratamiento oxidante es diferente al control, con *p
<0.05.
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5.6 Las lineas celulares TN no muestran susceptibilidad al tratamiento con inhibidores de

ERO mitocondriales.

Para evaluar el efecto que tiene el uso de inhibidores de ERO totales y mitocondriales,
se evalud la muerte celular a 24 y 48 horas, con los siguientes tratamientos: NAC 3.5y 7 mM o
con MitoTEMPO 100 uM (Gréfica 12). Con ello observamos que el tratamiento con NAC 3.5
mM no indujo muerte celular a las 24 horas en ninguna de las lineas celulares estudiadas. A la
concentracion de 7 mM, se indujo muerte celular en las lineas TN MDAMB231 y BT549, pero
no en las lineas MCF7 y MDAMBA468. Sin embargo, los tratamientos por 48 horas para las
concentraciones 3.5y 7 mM se indujo una tasa de muerte celular significativa en las lineas TN
y no en la lineal ER+. Sorprendentemente, el MitoTEMPO no indujo muerte celular a 24 y 48
horas en ninguna linea celular, lo que sugiere que las ERO mitocondriales no tienen un papel

fundamental en la sobrevivencia de estas células.
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Gréfica 12. La inhibicion de ERO mitocondriales no tiene un efecto importante sobre la muerte celular. Se evalu6 la muerte celular con
tratamientos con NAC 3.5y 7 mM y MitoTEMPO 100 uM por 24 y 48 horas. Se observd un incremento importante en la muerte celular en las
lineas TN con el tratamiento con NAC a las 48 horas y no asi en la linea ER+. Asi mismo, es importante resaltar que el tratamiento con
MitoTEMPO no tuvo ningin efecto sobre ninguna linea celular a 24 y 48 horas. La grafica muestra la media de 3-4 experimentos independientes.
One Way ANOVA Post Hoc Dunnett. *El tratamiento antioxidante es diferente al control con *p <0.05, **p <0.01 y ***p <0.001.
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También se evalud la proliferacion celular a 24 y 48 horas, con tratamientos con NAC
3.5y 7 mM o con MitoTEMPO 100 uM (Gréfica 13). Observamos que el tratamiento con NAC
3.5 0 7.0 mM no afecto la proliferacion celular a las 24 horas en ninguna linea celular. Sin
embargo, los tratamientos por 48 horas para las concentraciones 3.5 y 7 mM indujeron una
reduccion en la proliferacién celular significativa en las lineas TN y no en la ER+.
Sorprendentemente, el MitoTEMPO, no tuvo ningun efecto a las 24 y 48 horas en ninguna linea
celular, lo que sugiere que las ERO mitocondriales no tienen un papel fundamental en la
proliferacion de estas células.
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Gréfica 13. La inhibicién de las ERO mitocondriales no tiene un efecto importante sobre la
proliferacion celular. Se evalué la muerte celular mediante tratamientos con NAC 3.5, 7 mM o
MitoTEMPO 100 uM por 24 y 48 horas. Se observ un incremento importante en la muerte celular en
las lineas TN con el tratamiento con NAC a las 48 horas y no asi en la linea ER+. Asi mismo, es
importante resaltar que el tratamiento con MitoTEMPO no tuvo ningun efecto sobre ninguna linea celular
a 24 y 48 horas. La grafica muestra la media de 3-4 experimentos independientes. One Way ANOVA
Post Hoc Dunnett. *EI tratamiento antioxidante es diferente al control con *p <0.05, **p <0.01 y ***p
<0.001.
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5.7 Las lineas celulares de cancer de mama TN muestran una mayor secrecion del
Factor Inhibidor de la Migracion de Macrofagos (MIF) y ésta puede inhibirse con el

antioxidante N-acetilcisteina.

El factor inhibidor de la migracion macréfagos (MIF) es una citocina proinflamatoria
con un importante interés bioldgico en el campo de la medicina, ya que se ha encontrado
elevada en diversas enfermedades autoinmunes y en cancer. En el contexto del cancer se ha
documentado que esta citocina participa en la activacion de distintas vias de sefializacion
relacionadas con la oncogénesis y con la metastasis, asi como en la secrecién de otras
citocinas proinflamatorias que resultan ser beneficas para las células cancerosas. Por tal
motivo, se evaluaron los niveles de MIF secretados al medio de cultivo por las lineas
celulares MCF7, MDAMB231, MDAMB468 y BT549 mediante la técnica de ELISA. Se
encontré que las lineas celulares del subtipo TN presentaban una mayor secrecion de esta

citocina al medio en comparacion con la linea ER+ (Grafica 14).
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Gréfica 14. Las lineas celulares de cancer de mama TN muestran una mayor secrecion del Factor
Inhibidor de la Migracién de Macro6fagos (MIF). La cuantificacién de MIF mediante la técnica de
ELISA en sobrenadantes de 24 horas sin tratamiento, correspondientes a las lineas celulares ER+ y
TN, muestra una notable diferencia entra los niveles basales de las lineas TN y ER+. La gréfica
corresponde al resultado de un solo experimento.

Resultados previos de nuestro grupo de investigacion sugieren que la secrecion de
MIF y otras citocinas proinflamatorias, estan reguladas por las ERO, lo que significa que la
modulacién de éstas mediante el uso de antioxidantes tendria un importante impacto en la

secrecion de estas citocinas. Por tal motivo, se evalud el efecto de los antioxidantes NAC y
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MitoTEMPO sobre la secrecion de MIF al medio de cultivo de las lineas celulares acumulado
durante 24 horas. Observamos que el NAC redujo la secrecién de MIF a concentraciones de
3.5y 7 mM en todas las lineas celulares estudiadas y no asi el MitoTEMPO a 100 uM, pues
no mostrd un efecto sobre la secrecion de esta citocina (Grafica 15). Lo anterior sugiere que
las ERO totales tienen un rol fundamental en la secrecion de MIF y no asi las ERO
mitocondriales. La Grafica 15 muestra un experimento preliminar cuyo resultado deberé

corroborarse en futuros experimentos.
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Gréfica 15. El antioxidante NAC disminuyo la secrecion de MIF en las lineas celulares de cancer
de mama. Se cuantificaron los niveles de la citocina MIF en condiciones control y con tratamiento
antioxidante con NAC 3.5y 7 mM, asi como con MitoTEMPO 100 uM por 24 horas, se observo que
Gnicamente los tratamientos con NAC disminuyeron la secrecion de MIF.

5.8 Las lineas TN secretan niveles elevados de IL-6 e IL-8.

La secrecion de citocinas proinflamatorias tiene un papel importante en el origen y la
progresion del cancer, ya que muchas de ellas propician condiciones como la evasion al
sistema inmune y los procesos inflamatorios que se relacionan con la carcinogénesis. Por
ello, se cuantifico la secrecion de las citocinas proinflamatorias IL-1p, IL-10, IL-8, IL-6, IL-
12p70 y TNF-a al medio de cultivo de las lineas celulares MCF7, MDAMB231,
MDAMBA468 y BT549, en condiciones control por 24 horas, utilizando el BD™ CBA Human
Inflammatory Cytokines Kit, que permite detectar y cuantificar simultdneamente estas

citocinas. En la figura 13 se muestran los citogramas correspondientes a cada linea celular.
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Observamos que la linea celular MCF7 (ER+) parece no secretar citocinas proinflamatorias,

a diferencia de las lineas TN, que muestran una alta secrecién de IL-6 e 1L-8. En el caso de

la linea celular MDAMBA468 Unicamente se observé secrecién de IL-8.
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Figura 13. Las lineas celulares TN secretan interleucinas proinflamatorias de manera basal al
medio de cultivo. La cuantificacion de interleucinas proinflamatorias, mostré que las lineas TN
secretan altos niveles de IL-6 e IL-8 y no asi la linea ER+ (MCF7). La figura es representativa de un

solo ensayo, en condiciones control.
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La cuantificacion de los datos en la figura 13 se muestra en la grafica 16. Observamos
un incremento de la secrecion de IL-8 en las tres lineas celulares del subtipo TN al
compararlas con la linea celular MCF7 (ER+). La IL-6 se encontrd elevada Unicamente en
las lineas celulares MDAMB231 y BT549, sugiriendo heterogeneidad en el perfil
inflamatorio entre las lineas celulares TN. Del mismo modo, la IL-1B, se encontré elevada
en el medio de cultivo de la linea celular MDAMB231 y no en las demas lineas celulares. La
grafica 16 muestra los datos de un sélo experimento que tendran que corroborarse en futuros

experimentos.
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Gréfica 16. Las lineas TN secretan altos niveles de IL-6 e IL-8. La grafica muestra que las lineas
ER+ tienen un perfil bajo de interleucinas proinflamatorias, por otro lado, las TN muestran perfiles
heterogéneos, ya que todas tienen altos niveles de IL-8 y solo la linea MDAMB231 y BT549 muestran
altas tasas de IL-6. La grafica representa los datos obtenidos de un solo experimento.
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6. Discusion de resultados

Los niveles de ERO se han encontrado elevados en diferentes tipos de cancer y éstos
se han asociado al inicio del proceso carcinogénico, a la progresion tumoral, al proceso
inflamatorio, al mantenimiento de las células cancerosas, la radio resistencia y la recurrencia
de la enfermedad 6 178, Se ha demostrado que los niveles elevados de ERO contribuyen a
estos procesos facilitando la activacion de vias de sefializacion involucradas en la
supervivenciay la proliferacion celular, y que pueden provocar dafio oxidante a componentes
celulares como proteinas, lipidos y ADN, contribuyendo a la inestabilidad gendmica y
favoreciendo la carcinogénesis® 1. En este trabajo se encontrd una notable diferencia entre
los niveles basales de ERO totales de las lineas TN al compararlas con las lineas ER+y NT
(Figura 9, Graficas 1y 3), sugiriendo, que el estrés oxidante elevado que encontramos en las
lineas celulares estudiadas podria estar asociado a la malignidad del subtipo TN de cancer de
mama. Ademas, las lineas celulares mostraron un efecto diferencial al tratamiento con
agentes oxidantes ya que el tratamiento con H202 Unicamente mostro efecto en la linea
celular no tumorigénica y no en las lineas carcinogenicas (Grafica 2). Al respecto, se ha
propuesto que las células cancerosas pueden modular o amplificar su capacidad antioxidante
para lograr un equilibrio redox diferente al de las células normales**®.

En este contexto, se ha demostrado que la sobreproduccion de ERO debido a la
sefializacién oncogénica o alteraciones metabolicas dan como resultado una mayor capacidad
antioxidante que puede mantener la sefializacion oncogénica mediada por ERO, permitiendo
la progresion de la enfermedad y evitando la muerte celular °. Las rutas de sefializacion
oncogeénicas que se sabe gque son activadas por ERO incluyen las rutas de sefializacion NF-
xkB ¥, NRF2, wnt 81 y EGFR #, Por otro lado, se ha demostrado que el incremento en
ERO puede activar al gen supresor de tumores p53, el cual induce arresto en el ciclo celular,
senescencia 0 apoptosis. De manera importante, las mutaciones en p53 son mutaciones
prevalentes en cancer de mama TN y se ha demostrado una pérdida de su funcion en la
mayoria de los tumores del subtipo TN. Lo anterior permitiria a las células de este subtipo de
cancer sobrevivir a los altos niveles de ERO y mantener su sefializacién oncogénica.

La regulacién positiva de los sistemas antioxidantes como respuesta adaptativa al

estrés oxidante intrinseco de las células cancerosas, podria también contribuir a sus
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caracteristicas de malignidad y conferirles resistencia a los medicamentos cuya accién
citotoxica se debe en parte a la induccion del estrés oxidante. En este sentido, se ha
demostrado que la sobreexpresion de factores de transcripcién como NRF2 mediada por el
incremento en ERO, conduce a la expresion aumentada de moléculas antioxidantes como
SOD, CAT y TRX, asi como mayor capacidad de desintoxicacion de xenobio6ticos 1818, En
este trabajo no evaluamos la capacidad antioxidante de las células cancerosas con altos
niveles de ERO, pero es una perspectiva interesante dado que la abrogacion de estos
mecanismos de adaptacién podria ser una buena estrategia para atacar preferencialmente a
las células neoplasicas. En la literatura, existe evidencia sobre el papel dual de las ERO en
procesos neoplasicos y sobre el uso de antioxidantes durante la progresion y el tratamiento
del cancer. En las células normales o lesiones precancerosas, se ha propuesto que las ERO
pueden inducir dafio al ADN e incrementar el niUmero de mutaciones oncogénicas, lo que
sugiere que la suplementacion dietética con antioxidantes podria suprimir el inicio o la
progresion de algunos tipos de cancer. Sin embargo, la evidencia sugiere que si bien el uso
de antioxidantes puede suprimir el inicio del cancer en algunos contextos, su uso puede
incrementar la progresion del cancer en otros *8°. Ademés, no se ha demostrado que el uso de
antioxidantes en la dieta reduzca la incidencia de cancer, de hecho la suplementacion con
antioxidantes en realidad ha aumentado la incidencia y la muerte por algunos tipos de cancer,
como el cancer de pulmadn *#. En modelos de progresion de cancer, también existe evidencia
contradictoria con respecto al uso de antioxidantes para el tratamiento del cancer. Por
ejemplo, en un modelo murino de melanoma se encontré una poblacion de células
metastasicas con niveles de ERO citoplasmaticos y mitocondriales elevados y menor masa
mitocondrial. En este trabajo se propuso que los altos niveles de oxidacion son limitantes
para el establecimiento de la metastasis, ya que el tratamiento con antioxidantes aumento el
namero de células tumorales circulantes y el nimero de metéastasis sin afectar el crecimiento
del tumor ¥’

También, en un modelo de cancer de pulmdn en ratones, se demostrd que el uso de
antioxidantes como el NAC y la vitamina E, incrementaban el tamafio del tumor y disminuian
el tiempo de sobrevivencia de los animales que tenian el tratamiento antioxidante con
respecto a los que no se trataban **°. Por otro lado, también existen evidencias que justifican

el uso de antioxidantes para el tratamiento del cancer. Al respecto, en otro estudio, se
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descubrié que las células altamente metastésicas aumentaron la actividad mitocondrial y la
produccion de superoxido, por lo cual, en este caso, el tratamiento antioxidante disminuyé la
migracion y la invasividad, hecho que se atribuyo a la activacién de Scr mediada por ERO
en las células tumorales 8 Asi mismo, existen diversos trabajos en los cuales los
tratamientos con antioxidantes de origen natural muestran propiedades antiproliferativas y
proapoptaticas en lineas celulares de cancer de mama humanas . En el modelo de cancer
de ratdbn PyMT, los ratones con niveles disminuidos de glutation provocado por una
deficiencia en GCLM (subunidad catalitica de la glutamato cistein ligasa) necesaria para la
sintesis de glutatién o aquellos ratones tratados con BSO (L-butionina-S, R-sulfoxamida)
para inhibir quimicamente la sintesis de glutation, mostraron una disminucion en la carga
tumoral. Asi mismo, cuando se formaron los tumores en ratones PyMT Gclm-/- estos
mostraron una menor proliferacion y progresion tumoral . Por lo tanto, en este modelo
especifico, las lesiones precancerosas necesitan el efecto antioxidante del glutation para
progresar a cancer de seno, lo que argumentaria en contra del uso de antioxidantes para el
tratamiento del cancer mamario. Por otro lado, también en cancer de mama, el tratamiento
antioxidante disminuy¢ las lesiones de ADN vy la tumorigénesis en un modelo murino de
cancer de mama p53 +/— deficiente en BRCA1, donde el metabolismo excesivo de estrogenos
aumento la produccion de ERO en las células cancerosas y el dafio en el ADN %1, Ademas,
la eliminacion de ERO por sobreexpresion de EcSOD exdgena (superoxido dismutasa
extracelular), disminuyé la invasion de células de cancer de mama in vitro %2y disminuyo la
metastasis in vivo en modelos de ratones TNBC 1%, Ademas, el aumento de los niveles de
ROS se ha asociado con mutaciones BRCAL en este tipo de cancer de mama 1%,

Cabe destacar que no unicamente encontramos niveles basales de ERO elevados en
lineas celulares de cancer de mama, sino también niveles diferentes entre ellas, que pueden
asociarse al subtipo, lo que marca la pauta para pensar que las ERO pudieran emplearse a
futuro como un biomarcador y podrian ser un blanco potencial en la terapia contra esta
neoplasia, particularmente en el subtipo TN, que hasta hoy en dia carece de un marcador de
diagndstico especifico y de terapia dirigida. Nuestros datos demuestran niveles aumentados
de ERO en las lineas TN en comparacion con las lineas ER+ y no tumorigénica. Por esta
razon, se evalud el efecto de un oxidante (Gréafica 4) y un antioxidante (Gréafica 5) sobre estas

lineas celulares, observando que las lineas TN muestran una alta susceptibilidad al
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tratamiento antioxidante (Figura 10), contrario a lo observado en la linea ER+. Lo anterior
sugiere que las células del subtipo TN, requieren de las ERO para mantener su estado
protumorigénico, favoreciendo su sobrevivencia (Grafica 6) y manteniendo la proliferacion
celular (Grafica 7).

Para identificar la fuente de produccion de ERO, se cuantificaron las ERO
mitocondriales en las 5 lineas celulares, MCF10A, MCF7, MDAMB468, MDAMB231 y
BT549, donde las ERO mitocondriales se encontraron elevadas en las lineas celulares TN al
compararlas con la linea celular MCF7 (ER+), sugiriendo que éstas son la fuente principal
de ERO en las lineas celulares de TN y no asi en la linea ER+ (Figura 11, Gréfica 8).
Interesantemente, al comparar los datos de ERO totales contra ERO mitocondriales, los
resultados de las lineas celulares MDAMB231 y MDAMB468 evidenciaron la presencia de
fuentes de ERO adicionales (Figura 12), que podrian estar contribuyendo al mantenimiento
de las condiciones oxidativas y la sefializacion. Lo anterior pone de manifiesto la
heterogeneidad de esta enfermedad, ya que las ERO en un mismo subtipo de cancer de mama
pueden tener diferente procedencia, ya sea de la mitocondria, como en el caso de la linea
BT549 o de una fuente diferente, como podrian ser las proteinas NOX (NADPH oxidasas),
las cuales se sabe estan sobreexpresadas en diferentes tipos de cancer incluido el cancer de
mama, especificamente las NOX1 y NOX5. Con base en esto, es importante remarcar que Si
las ERO tienen un papel importante para la sobrevivencia de estas células, conocer la fuente
especifica de cada una de ellas, ofrecera la posibilidad de identificar un potencial blanco de
terapia y proporcionar un tratamiento mas dirigido. Con respecto a lo anterior, se ha asociado
el incremento de ERO mitocondriales con la disfuncion o dafio mitocondrial, que a su vez se
ha relacionado con un aumento en la proliferacion, migracion e invasion celular,
contribuyendo a la carcinogénesis. Lo anterior se asocia a que las ERO mitocondriales
regulan positivamente vias como la de PI3K y negativamente a su regulador negativo PTEN,
lo cual incrementa la proliferacion celular y disminuye la apoptosis. Las ERO también
regulan positivamente a HIF-1o. 1, asi como la activacion del inflamasoma NLRP3, que
beneficiaria la secrecién de citocinas proinflamatorias como la IL-13 e 1L-18.

Cabe destacar, que se proporciond un tratamiento con Antimicina A, un inhibidor del
complejo 111 de la cadena de transporte de electrones, con lo que se observo un incremento
significativo en ERO mitocondriales en las lineas MCF10A, MCF7 y MDAMB231, pero no
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en las lineas MDAMB468 y BT549 (Grafica 9). Lo anterior evidencia aun mas, la
procedencia de las ERO en las lineas TN y sugiere distintas respuestas ante estimulos
oxidantes mitocondriales ademas de un posible dafio en el complejo 111 de las lineas celulares
MDAMBA468 y BT549 que impide observar respuesta al tratamiento con Antimicina A 'y que
es probablemente el responsable de la produccion de ERO mitocondriales en estas dos lineas
celulares. En funcion a este hallazgo, es importante mencionar que al igual que para ERO
totales, existen reportes en distintas neoplasias que sugieren que los altos niveles de ERO
producidos en la mitocondria se equilibran por un incremento en antioxidantes
mitocondriales, lo que les permite sobrevivir a estos niveles de ERO y evadir la muerte
celular, incluso si se proporcionan estimulos oxidantes adicionales. Por ejemplo, en un
modelo en el que se emplearon lineas celulares de cancer de colon y pulmén, se demostré
que la SOD mitocondrial (Mn-SOD) se incrementd como mecanismo de defensa en respuesta
a la elevacion de ERO mitocondriales inducida por la irradiacion y y que esta sobreexpresion
de Mn-SOD era esencial para la invasion y metastasis de células cancerosas 1. De hecho,
se ha documentado que la sobrexpresion de la Mn-SOD, parece ser una caracteristica en
diferentes tipos de cancer, especialmente en etapas avanzadas con caracteristicas
metastasicas, que incluyen el cancer de pulmaén, coldn, gastrico, tiroides y mama %', Por otro
lado, se sabe que muchos tumores que muestran mutaciones en el ADN mitocondrial
(mtADN) que inhiben parcialmente la fosforilacion oxidativa, incrementan los niveles de
ERO mitocondriales contribuyendo a la tumorigenicidad. Por ejemplo, en un modelo murino
de cancer de prostata, en el que se introdujo una mutacion que bloqueaba parcialmente la
cadena de transporte de electrones y otras mutaciones que bloqueaban la citocromo oxidasa,
se observd una tasa de crecimiento tumoral aumentada, que los autores asociaron a un
incremento en ERO mitocondriales®®. Por lo cual podriamos pensar, que las lineas celulares
TN que utilizamos, podrian tener alguna mutacion a nivel del complejo 111 de la cadena de
transporte de electrones o bien una alta expresion de Mn-SOD, lo que explicaria sus altos
niveles de ERO mitocondriales y la pobre respuesta ante el estimulo con Antimicina A. Las
hipdtesis anteriores deberan demostrarse en experimentos posteriores.

Debido a que se demostrd que las lineas TN tienen como fuente principal de ERO a
la mitocondria, se utilizd6 NAC como antioxidante general y un inhibidor especifico de ERO

mitocondriales (MitoTEMPOQO), con los cuales fue posible disminuir los niveles basales de
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ERO totales (Gréafica 10) y mitocondriales (Grafica 11). Posteriormente, se estudi6 el efecto
sobre la muerte y proliferacion celular con ambos tratamientos. El tratamiento con
MitoTEMPO, no indujo muerte celular (Gréfica 12) y no disminuyo la proliferacién celular
(Gréfica 13) a 24 y 48 horas, contrario a los tratamientos con el antioxidante general (NAC),
el cual incrementd la muerte celular y disminuyd la proliferacion con diferencias
significativas a 48 horas. Con respecto a esto, se ha reportado que las ERO mitocondriales
son importantes para la regulacion de la proliferacion celular tanto en condiciones normales
y de carcinogénesis *°°, lo cual se ha asociado a la acumulacion de mutaciones originadas por
el dafio a mtADN oxidado®®. Asi mismo se han asociado las altas tasas de ERO
mitocondriales a la resistencia a farmacos antineoplasicos 2% y al incremento en la invasion
y metéstasis en diferentes tipos de cancer 188,

Sin embargo, es importante destacar que se ha documentado que el incremento en
ERO mitocondriales, tiene un papel dual en el cancer, ya que pueden ser tanto benéficas

como dafiinas en distintas neoplasias 2.

Por ejemplo, en un modelo de carcinoma
epidermoide humano, en el cual se prob¢ el fotosensibilizador ftalocianina Pc4, que es un
farmaco que se une preferentemente a organelos como las mitocondrias y que contribuye a
fotosensibilizar a las células, los autores describen que la combinacion de Pc4 con la terapia
fotodinamica, indujo un incremento en ERO mitocondriales, conduciendo a la
despolarizacion mitocondrial, permeabilizacion de la membrana interna e hinchazén
mitocondrial, desencadenando la liberacidn del citocromo C vy la escision de la PARP, dando
como resultado muerte celular por apoptosis. Ademas, los autores demostraron que al usar
un inhibidor de radicales libres (desferrioxamina), se evitaron todos estos eventos,
demostrando que la generacién de ERO mitocondriales inducida por la terapia fotodinamica,
activaba la via mitocondrial o intrinseca de la apoptosis 2%,

Contrariamente, se demostré que las ERO mitocondriales elevadas, favorecieron la
migracidn, invasion, clonogenicidad y metastasis en distintas lineas celulares de cancer. En
este trabajo, se demostré que aquellas células que presentaban una inhibicion parcial de la
cadena de trasporte de electrones, mostraban una mayor produccion de superdxido
mitocondrial y esto incrementd la metéstasis. En consecuencia, la eliminacién del superéxido
mitocondrial con el antioxidante MitoTEMPO bloque6 la migracion de células tumorales y

evitd la metastasis en modelos de cancer murinos y humanos 8. Lo anterior, sugiere que el
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efecto que las ERO mitocondriales pueden tener, depende del tipo de célula, de las
mutaciones presentes y que probablemente tengan un papel importante en un proceso en
concreto, por ejemplo en la migracion y metastasis. Nuestros datos no muestran cambios
significativos en la muerte y proliferacion celular, sin embargo, seria importante evaluar otras
caracteristicas asociadas al cancer como la migracion, la invasion o metastasis.

En este trabajo también se evalué el efecto de los antioxidantes sobre la secrecion del
factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF). MIF es una citocina proinflamatoria
y protumorigénica cuya secrecion se encontré incrementada en células del subtipo TN
(Grafica 14), lo que podria conferirle a este subtipo de cancer por lo menos algunas de sus
caracteristicas de malignidad. Al respecto, un incremento en MIF se ha asociado a la
tumorigénesis, angiogénesis y metastasis. Ademas, se han encontrado tasas elevadas de esta
citocina en diferentes neoplasias como el cancer de colon, gastrico, cérvix, pulmon y mama
180 En este sentido, observamos que el tratamiento antioxidante con NAC 3.5 y 7 mM
disminuyo los niveles de secrecion de esta citocina en todas las lineas celulares estudiadas
(Gréfica 15). Lo anterior, sugiere un mecanismo general de regulacion de la secrecion de
MIF mediada por ERO independientemente del subtipo celular. De manera importante, estas
mismas concentraciones de NAC indujeron muerte celular y una disminucion en la
proliferacion celular en las lineas celulares del subtipo TN (Gréficas 12 y 13), sugiriendo una
posible relacion entre la secrecion de MIF y el mantenimiento de la sobrevivencia en estas
lineas celulares.

En relacion a esto, se sabe que las ERO, pueden regular o modular la secrecién de
citocinas, principalmente inflamatorias, y también se sabe que una de las funciones
proinflamatorias de MIF involucra un aumento en la secrecidbn de otras citocinas
proinflamatorias. Lo anterior nos llevé a evaluar también los niveles de IL-8, IL-1p, IL-6,
IL-10, TNF-a y 1L-12p70, ya que se ha observado que varias de éstas tienen un papel
importante en la progresion tumoral en diversos tipos de cancer. De hecho, existe una
correlacién entre la inflamacion cronica y el inicio del cancer, en la cual, la secrecion de este
tipo de citocinas tiene un papel crucial 20329,

Nuestros datos muestran claramente que el subtipo TN tiene una tendencia a secretar
citocinas proinflamatorias, ya que ademas de MIF, encontramos una elevada secrecion de

IL-6 e IL-8, lo que también correlaciona con sus altos niveles de ERO (Grafica 16).
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Con respecto a lo anterior, se ha demostrado en modelos de cancer de mama que la
secrecion de MIF tiene un importante papel en la proliferacion celular, de hecho, en
estudios en los cuales se inhibe a MIF o a sus receptores, se demostré que se puede bloquear
la proliferacion celular de manera importante. Ademas, se mostré que la migracion y la
invasion de células de cancer de mama mejoran notablemente cuando se afiade MIF
recombinante, y también se ha encontrado que niveles séricos elevados de MIF en las pacientes
con cancer mamario es de mal pronéstico **°,

Otras citocinas que sin duda, juegan un papel importante en el cancer de mama son
la IL-6 e IL-8, ambas se han encontrado en niveles elevados en sueros de pacientes con
cancer de mama y han encontrado una correlacion con un mal diagnostico para las pacientes
206 La desregulacion de IL-6 se ha asociado con la activacion de diferentes vias de
sefializacion, en las que destacan las vias de JAK/STAT, MAPKs, PI3K y NF-kB que son
vias que al sobreactivarse, favorecen la tumorigénesis *4. Ademas, se ha observado que al
suprimir la secrecion de la misma o tras bloguear a su receptor, se produce una notable
reduccion en la proliferacion, la migracion, la angiogénesis y metéastasis, tanto en modelos in
vitro como in vivo . También se ha descrito que las células TN requieren de la expresion
autocrina simultanea de IL-6 e IL-8 debido a que su coexpresion es necesaria para el
crecimiento de tumores de xenoinjerto * y que su inhibicidn ya sea por métodos
farmacoldgicos o genéticos reduce la supervivencia celular, la formacion de colonias in vitro,
asi como el crecimiento de tumores xenoinjertados en modelos in vivo 7. También se le ha
atribuido a la IL-6 un incremento a la resistencia a farmacos en modelos de cancer de mama,
en este trabajo los autores discuten que la IL-6 es producida de manera autocrina por las
células cancerosas, lo que le confiere resistencia al tratamiento farmacolégico. En este trabajo
utilizaron la linea celular MCF7, y no encontraron secrecion de IL-6, contrariamente en una
linea celular MCF7ADR resistente a multiples farmacos, se hallaron tasas elevadas de IL-6
y demostraron que la secrecion de la misma induce la expresion génica de MDR1, una
proteina asociada con la resistencia a distintos quimioterapéuticos 2°’. Otro aspecto
importante en el que la IL-6 se encuentra involucrada, en la transicion epitelio mesenquimal,
ya que en modelos de cancer de mama se ha establecido una correlacion entre el incremento
de esta citocina con la pérdida de marcadores epiteliales como e-cadherina y el incremento

de marcadores mesenquimales como vimentina, en lineas celulares positivas a receptores
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hormonales como las MCF7 y T47D. En este trabajo, se demostré que la sefializacion
sostenida de IL-6 activd de manera constitutiva la via de sefalizacion STAT3, que es un
factor de transcripcion que puede transactivar a genes relacionados con la transicion epitelio
mesenquimal como TWIST, lo cual establece una correlacion entre las altas tasas de 1L-6 y
un incremento en la migracion e invasion de células cancerosas 2%,

Con respecto a la IL-8, existe evidencia de que se sobreexpresa en diferentes tipos de
cancer, como el cancer de endometrio, vejiga y colon. También, se ha establecido que los
niveles séricos de IL-8 pueden ser Utiles como biomarcador en etapas tempranas y para
monitorear la progresion del cancer de colon y melanoma. En cancer de mama la
sobrexpresion de IL-8 esta asociada a una mayor invasividad y angiogénesis 48, en especifico
en cancer de mama triple negativo se ha encontrado una elevada expresion de esta citocina y
se correlaciona con un mal prondstico, ya que favorece la proliferacion, la supervivenciay la
migracion de células neoplésicas. Cabe destacar que la secrecion constante de la IL-8 esta
regulada por la via de sefalizacion NF-xB, misma que se encuentra expresada
constitutivamente en células y tejidos TN *4°. EI mecanismo por el cual la I1L-8 favorece la
carcinogénesis, responde a la activacion de sus receptores CXCR1 y CXCR2, posteriormente
favorecen la activacion de vias de sefializacion relacionadas con la tumorigénesis como la
via de PI13K, MAPKs y STAT3 %, En cancer de mama TN el incremento de esta interleucina
se ha relacionado con la adquisicion de caracteristicas mesenquimales, a la agresividad, a la
resistencia a las terapias y al reclutamiento de células inmunosupresoras en el sitio del tumor.
De hecho, se ha demostrado que el bloqueo de la IL-8 con anticuerpos Hu-Max- IL8 revierte
las caracteristicas mesenquimales, disminuye el reclutamiento de células inmunosupresoras
y sensibiliza a las células neoplasicas a la lisis mediada por células asesinas naturales, tanto
en modelos in vitro como in vivo?®®. Cabe destacar que nuestros datos muestran que las lineas
TN, secretan altos niveles de las citocinas proinflamatorias MIF, IL-6 e IL-8 y que esto puede
estar regulado por la alta tasa de ERO encontradas particularmente en el subtipo TN, por lo
cual se podria sugerir a las ERO como un posible biomarcador para este subtipo de cancer
que se diagnostica por ausencia de marcadores, 0 como un blanco de terapia para el subtipo

TN, que carece de terapia dirigida.
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Por todo lo anterior, podemos decir que nuestros datos explican controversias en la
literatura sobre el uso de antioxidantes para la terapia contra el cancer y proponemos que los
tratamientos con antioxidantes s6lo deberan utilizarse en aquellas células cancerosas con
altos niveles basales de ERO, que probablemente usen estas condiciones prooxidantes para
mantener su sefializacion oncogénica. Nuestros resultados también sugieren que se podria
usar un enfoque similar en aquellos tipos de cancer que han demostrado tener niveles de
oxidacion aumentados o mecanismos de transformacion similares al TN (por ejemplo, la
inactivacion BRCAL, pérdida de RB1, la inactivacion de TP53 o amplificaciones en la via
MAPK) ?1% Con respecto a esto, se ha demostrado que los carcinomas de ovario seroso tienen
un perfil de mutacion y expresion similar al cancer de mama TN 2% y también se ha
manifestado un estado prooxidante para este tipo de cancer 2%, lo que indicaria un uso
potencial para el tratamiento antioxidante. Otros tipos de cancer que también se han
caracterizado por el aumento de los niveles de oxidacion y en los que se ha propuesto un
papel de ERO en la promocion de malignidad incluyen el cancer de prostata 212, gastrico 23

214 y pancreatico 2°,
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CAPITULO IV.
CONCLUSIONES
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6. Conclusiones

Los niveles altos de ERO parecen ser necesarios para el mantenimiento y la
supervivencia del subtipo de cancer TN.

Las ERO o productos de oxidacion en células cancerosas podrian tener un alto
potencial como biomarcadores de malignidad en el cancer de mama TN.

Los datos obtenidos explican las controversias en la literatura con respecto al uso de
antioxidantes para la terapia del cAncer y proponemos que los tratamientos con
antioxidantes sélo se utilicen en aquellas células con altos niveles de ERO basales,
condicion que probablemente utilicen para mantener su sefializacién oncogénica.
Los datos sugieren que es posible inhibir o modular la secrecién de citocinas
proinflamatorias mediante el uso de antioxidantes y que esto podria afectar las
caracteristicas de malignidad en el subtipo TN.

Nuestros resultados indican que las ERO pueden ser un atractivo blanco de terapia
para el cancer de mama TN, que actualmente tiene el peor prondstico entre todos los
canceres de mama y sigue siendo el Unico subtipo de cancer de mama que carece de
una terapia dirigida.

Los antioxidantes generales como el NAC, inhiben las ERO vy la secrecién de
citocinas como MIF y esto tiene un papel importante en la sobrevivencia y la
proliferacion celular.

Las ERO mitocondriales, parecen no tener un papel importante en el modelo de
cancer de mama TN, por lo cual sera importante evaluar a futuro, un inhibidor de
NOX vy/o el papel de las ERO mitocondriales en algunas otras caracteristicas

relacionadas con el cancer como la migracion e invasion.
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7. Perspectivas

Evaluar el efecto de los antioxidantes N-acetilcisteina y MitoTEMPO sobre la
secrecion proinflamatorias en las lineas celulares MCF7, MDAMB231, MDAMB468
y BT549, es decir completar aquellos experimentos que quedaron inconclusos, lo que
nos permitiria corroborar la totalidad de nuestros datos y comprobar las hipotesis
propuestas.

Evaluar mediante inmunohistoquimica el marcador de estrés oxidante 8-Oxo-dG, en
muestras de pacientes con cancer de mama y establecer si existe una correlacion entre
los niveles de este marcador y el subtipo celular, para proponer el incremento en ERO
como un biomarcador para el subtipo TN.

Evaluar con los antioxidantes NAC y MitoTEMPO otras caracteristicas relacionadas
con el cancer, como la migracion e invasion, con la finalidad de determinar si las
ERO totales y/o mitocondriales tienen efecto sobre una caracteristica especifica del

cancer.
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