UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas v Farmaceuticas

"Remodelanuento metabolico en células de cancer de mama: Rol de la bioenergetica

nutocondnal en la proliferacion celular v en el disefio de compuestos con potencial accion

anti-tumoral"

Presentada a la Universidad de Chile
para optar al Grado de Doctor en Farmacologia

Por:

FELIX A. URRA
Director de Tesis Co-director de Tesis
Dr. Jorge Ferreira Parker Dr. César Cardenas
Instituto de Ciencias Biomédicas Instituto de Ciencias Biomédicas
Programa de Farmacologia Molecular y Programa de Anatomia y Biologia del
Clinica Desarrollo
Facultad de Medicina Facultad de Medicina
Universidad de Chile Universidad de Chile

Santiago, Chile

2016



INDICE

1. INTRODUCCION
1.1 Reprogramacion metabolica en células tumorales
1.2 Remodelamiento metabolico como respuesta adaptativa de células tumorales
1.3 Mitocondna: Rol de la cadena transportadora de electrones en la sobrevida de
celulas tumorales
1.4 Metabolismo de células de cancer de mama: un potencial blanco farmacologico
para acciones anti-tumorales
2. HIPOTESIS
3. OBJETIVO GENERAL
4. OBJETIVOS ESPECTFICOS
5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Modelos celulares
5.2 Compuestos usados en este estudio: preparacion v titulacion de su efecto
5.3 Medicion del metabolismo en fiempo real
5.4 Evaluacion de 1a glicolisis usando Seahorse
5.5 Deternunacion del consumo de glucosa
5.6 Preparacion de nutocondrias aisladas desde ceélulas TA3/Ha v respiracion
mitocondrial
5.7 Preparacion de particulas submitocondriales
5.8 Determunacion del flujo de electrones mitocondrial en células MCEF7
permeabilizadas
5.9 Determunacion del potencial de membrana mitocondnal (Aym), niveles de ATP,
ROS vy razon NAD /NADH
5.10 Determunacion de la proliferacion celular
5.11 Ciclo celular v senescencia celular
5.12 Viabilidad celular v crecinuento celular
5.13 Masa mitocondrial
5.14 Cuantificacion de los mveles de a-cetoglutarato (aKG), aspartato v glutamina
5.15 Busqueda de factores de nesgo usando el algoritmo BreastMark

Pag.

=

10
10
11
12
13
13

14
14

14

16
16
17
17
17



5.16 Western blot
5.17 Analisis estadistico

6. RESULTADOS

6.1. Lineas celulares de cancer de mama tienen diferente perfil bioenergetico que las
células no-tumorales

6.2. Lineas celulares de cancer de mama humano fienen mitocondnas con cadena
transportadora de electrones funcional

6.3. Lineas celulares de cancer de mama presentan reducida capacidad de reserva,
funcionando su cadena transportadora de electrones en su maxima velocidad

6.4. Celulas de cancer de mama tienen diferentes dependencias sobre la
dispombilidad de glucosa v glutamina

6.5. Células de cancer de mama pueden remodelar su organizacion bioenergética
(BO) hacia el metabolismo mitocondrial

6.6. Identificacion del complejo I como un posible blanco para pequenias moleculas
para obtener efectos anti-tumorales

6.7. Identificacion de un mhibidor de 1a CTE a mvel del complejo I- caracterizacion
del modelo celular

6.8. Identificacion de un mmhibidor de la CTE a mvel del complejo I identificacion
de una estructura quinica minima

6.9 Compuesto 2 tiene efectos anti-tumorales solo en celulas con cadena
transportadora de electrones funcional

6.10. Identificacion de un inhibidor de la CTE a mivel del complejo I Compuesto 7
(Cpd. 7), un analogo de Cpd 2, exhibe selectividad hacia celulas de cancer de mama
6.11. Cpd. 7 es un inlubidor no-competifivo con sitio de union en el brazo
hidrofobico del complejo I

6.12. Cpd. 7 inhibe 1a respiracion mitocondrial de células de cancer de mama,
produciendo un remodelamiento metabolico hacia un fenotipo glicolitico

6.13. Un mecanismo de sobrevida dependiente de AMPK es activado cuando la
respiracion mitocondrial es inhibida por Cpd.7

6.14. La disponibilidad de sustratos v 1a flexibilidad metabdlica son factores que
determunan el efecto de Cpd. 7 en células de cancer de mama

18
18

19

20

23

24

27

20

30

31

37

43

46

50



6.15. Cpd.7 afecta selectivamente 1a proliferacion de células de cancer de mama,
mduciendo detencion del ciclo celular v senescencia

6.16. El efecto anti-proliferativo de Cpd.7 es debido a alteraciones en el
metabolismo de amino acidos relacionados con la inhibicion de 1a respiracion
mitocondrial.

7. DISCUSION

7.1. Daferencias en 1a funcion muitocondnal entre células de cancer de mama v células
normales

7.2. Inlubicion del Complejo I como un potencial blanco farmacologico para
moléculas pequefias con accion anti-fumoral

7.3. Inlubicion de 1a cadena transportadora de electrones: Rol del remodelanuento
metabolico como respuesta adaptativa v consecuencias sobre el metabolismo de

amino acidos no esenciales

8. CONCLUSIONES
0. REFERENCIAS
10. ANEXOS

54

57

61

70
77



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Tipos de fenotipos metabolicos descritos en celulas tumorales.
Figura 2: Remodelanuento metabolico como respuesta adaptativa de células tumorales.

Figura 3: Perfil de consumo de oxigeno usando un protocolo de evaluacion de la funcion
mitocondnal en XF96e Seahorse.

Figura 4: Perfil bicenergético de lineas celulares de cancer de mama.

Figura 5: Efecto de 1a ausencia de glucosa v glutamina sobre 1a proliferacion de cuatro

lineas celulares de cancer de mama v una no-tmoral.

Figura 6: Remodelanuento hacia el metabolismo mitocondnal cuando los sustratos para
el crecinuento son cambiados en células T47D v MDA-MB-231

Figura 7: Remodelanmento hacia el metabolismo mitocondnial en células T47D vy MDA-
MB-231.

Figure 8: Aumentada expresion de subunidades del Complejo I se correlacionan con peor

pronostico en cancer de mama humano.
Figure 9: Perfil del metabolismo mitocondrial de ceélulas tumorales TA3/Ha.

Figure 10: Identificacion de una estructura quimica minima como mnhibidor de 1a CTE a
nivel del complejo I

Figura 11: Efecto de Cpd. 1 v Cpd. 2 en la bioenergetica v viabilidad de celulas TA3/Ha.

Figura 12: Cpd. 2 requiere una cadena transportadora de electrones funcional para mducir
muerte en celulas tumorales.

Figura 13: Identificacion de un analogo de Cpd.2 con selectividad hacia células de cancer

de mama

Figura 14: El compuesto 7 es un mnhibidor del complejo L

Pag.

4

12

22

25

25

26

28

33

34

35

36

39

42



Figura 15: El efecto inlubitonio de la respiracion mitocondnal de Cpd. 7 es independiente
del potencial de membrana mitocondrial

Figura 16: Cpd.7 inhibe selectivamente la respiracion mutocondrial. produciendo un
remodelamiento metabolico hacia un fenotipo glicolitico.

Figura 17: Cpd.7 produce cambios en parametros bioenergéticos en células tumorales.

Figura 18: El remodelanuento metabolico hacia la glicolisis mducido por Cpd.7 es
mediado por AMPE. siendo un mecanismo de sobrevida en células tumorales.

Figura 19: Cpd.7 induce muerte celular solo cuando el metabolismo de celulas MDA-
MB-231 tiene mavor participacion mitocondrial

Figura 20: Cpd.7 afecta el potencial proliferativo de celulas de cancer de mama,
independiente de 1a concentracion de glucosa.

Figura 21: Cpd.7 fiene un efecto anti-proliferativo selectivo hacia células de cancer de

matma.

Figura 22: Induccion de senescencia por Cpd. 7 produce cambios fenotipicos en células
MCF7.

Figura 23: El efecto anti-proliferativo de Cpd.7 (10 uM) es mediado por alteraciones en

el metabolismo mitocondrial de anuno acidos.
Figura 24: Mecanismo de accion de Cpd.7 en células de cancer de mama.

Figura 25: Efecto de la mhibicion de la cadena transportadora de electrones sobre el
metabolismo de amino dcidos no-esenciales.

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: clasificacion molecular de 1as lineas de cancer de mama usadas

45

47

48

52

53

56

59

60

65

66

Pag.
10



