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RESUMEN

La mitocondria ha sido recientemente reconocida como potencial blanco
molecular en el tratamiento del cancer, dado que exhibe un potencial de
transmembrana (Wm) significativamente mayor en células tumorales que en
células normales y por tanto seria mas susceptible de ser atacada con cationes
lipofilicos deslocalizados con trifenilfosfonio (TPP*). Resultados previos de
nuestro laboratorio mostraron que derivados TPP* del &cido galico son citotdxicos
y eficaces desacoplantes de la generacién de Wm en células de cancer de mama
de ratdon (TA3/Ha). Con el objetivo de incrementar la eficiencia y la eficacia
citotoxica, se sintetizaron nuevos derivados TPP* de los acidos gentisico (GA) y
protocatecuico (PCA), y se evalué su potencial citotoxicidad en varias lineas
celulares humanas de cancer de mama, que difieren tanto en su expresion de
receptores hormonales y de factores de crecimiento, como en su metabolismo
basal. Las lineas celulares utilizadas representan ademas 4 subtipos distintos de
CM: Luminal A (MCF-7; ER*/HER2/neu’), Luminal B (MDA-MB-361 y BT-474;
ER*/HER2/neu*), HER2/neu sobreexpresado (AU565; ER/HER2/neu™) y triple
negativo (MDA-MB-231; ER/HER2/neu). Los resultados muestran que GA-TPP*
y PCA-TPP* poseen una alta potencia citotoxica en todas las lineas celulares
tumorales ensayadas, y que dicho efecto es significativamente menor en la linea
celular MCF 10F de epitelio mamario humano normal. Se observé, sin embargo,
gue algunas lineas celulares mostraron leves diferencias en su sensibilidad

(posiblemente dadas por su capacidad de activar vias metabdlicas alternativas o
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por su mayor expresion de transportadores dependientes de ATP). Se demostro
ademas que ambos compuestos son capaces de incrementar el consumo de
oxigeno celular, desacoplando la fosforilacion oxidativa e induciendo una
importante pérdida de Wm, junto con un incremento significativo en el estrés
oxidativo celular y una caida en la razén GSH/GSSG, tanto en células altamente
oxidativas como en aquellas preferentemente glicoliticas. Ambos derivados
indujeron, ademas, una caida leve de ATP, la cual fue exacerbada tras la co-
incubacion con inhibidores de AMPK o adenilato quinasa. Esto Ultimo sugiere que
ambas enzimas podrian activarse como respuesta a la accion de los compuestos
a nivel mitocondrial. Adicionalmente, se observé que ambos compuestos
incrementan la biogénesis mitocondrial, lo que podria representar un mecanismo
compensatorio alternativo frente al efecto de los &cidos unidos a TPP*. Todos los
efectos antes mencionados desencadenarian la activacion de la muerte celular
apoptotica. Finalmente, se demostré que PCA-TPP* y GA-TPP* son capaces de
inhibir de manera importante la migracion de células metastésicas de cancer de
mama humano. En base a nuestros resultados, postulamos que GA-TPP*y PCA-
TPP* alteran de manera importante el funcionamiento mitocondrial, y que tal
efecto podria subyacer su citotoxicidad selectiva frente a células de cancer de
mama. Lo anterior nos permite afirmar que ambos compuestos presentan un
interesante potencial como posibles agentes farmacoldgicos anti-tumorales, e
invita a continuar la investigacion en torno a su efecto citotoxico selectivo en

modelos animales de cancer mamario.
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ABSTRACT

Mitochondria has been recently acknowledged as a potential molecular target in
the treatment of cancer, especially considering that such organelle exhibits a
significantly higher transmembrane potential (Wm) in cancer cells than in normal
cells, and is thus more susceptible to be targeted with lipophilic delocalized
cations such as triphenylphosphonium (TPP*) derivatives. Previous work
conducted by our laboratory has shown that TPP*-derivatives of gallic acid were
cytotoxic and effective uncouplers of the Wm generation in TA3/Ha mouse breast
cancer cells. Therefore, and aiming to further expand our knowledge on the
possible mechanisms underlying the cytotoxic effect of TPP* derivatives, gentisic
acid (GA) and protocatechuic acid (PCA), both linked to the TPP* moiety, were
evaluated as potential cytotoxic agents in several human breast cancer cell lines,
that differ primarily in their expression of estrogen and epidermal growth factor
receptors and in their metabolic profile. In addition, the cell lines represent the
four clinical subtypes of breast cancer: Luminal A (MCF-7; ER*/HER2/neu),
Luminal B (MDA-MB-361 y BT-474; ER*/HER2/neu*), HER2/neu overexpressed
(AU565; ER/HER2/neu*) and triple negative (MDA-MB-231; ER/HER2/neu).
Results obtained show that GA-TPP* and PCA-TPP* are highly cytotoxic to all
tumoral cell lines tested, and that such effect is significantly lower in the normal
human breast epithelial cell line MCF 10F. It was observed, nonetheless, that
some cell lines showed minor differences in their sensitivity towards the cytotoxic

effect (possibly due to their ability to activate alternative metabolic pathways or to
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their higher expression of ATP-dependent transporters). Additionally, GA-TPP*
and PCA-TPP* were shown to increase oxygen consumption, uncoupling
oxidative phosphorylation and inducing a significant loss of Wm, together with an
increase in cellular oxidative stress and a drop in the GSH/GSSG ratio, both in
highly oxidative and highly glycolytic human breast cancer cells. Moreover, both
derivatives were able to induce a minor drop in ATP, which was exacerbated upon
the co-incubation with inhibitors of either AMPK or adenylate kinase. The latter
suggests that the activation of both enzymes could represent a compensatory
mechanism in response to the mitochondrial effect of TPP* derivatives. In the
same line, it was shown that GA-TPP* and PCA-TPP* are able to enhance
mitochondrial biogenesis, an event that could represent another compensatory
mechanism against the damage induced by both compounds. All the effects
mentioned above would eventually trigger the activation of apoptotic cell death,
evidenced as an increase in annexin V-staining. Finally, we demonstrated that
both acids linked to TPP™* strongly inhibit the migration of highly metastatic breast
cancer cells. Based on our results, we postulate that the GA-TPP* and PCA-TPP*
derivatives are able to strongly alter mitochondrial functioning, and that such
effect would underlie their selective cytotoxicity against cells that belong to
different clinical subtypes of breast cancer. Such contention allows us to postulate
GA-TPP* and PCA-TPP* as molecules with pharmacological potential in breast
cancer treatment, and warrants future research regarding their Cytotoxicity and

selectivity in “in vivo” breast cancer models.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Epidemiologia y tratamientos actuales para el cancer de mama.

El cancer de mama (CM) es el tipo de cancer mas frecuente en la poblacion
femenina, con una incidencia del 25,1% y una mortalidad aproximada del
14,7% respecto al total de casos de cancer a nivel mundial. En Chile, el CM
representa el 20,4% de todos los nuevos casos de cancer entre las mujeres, y

da cuenta de alrededor del 12% de las muertes asociadas a cancer [1, 2].

Actualmente, los tratamientos disponibles para el CM incluyen alternativas
quirargicas, y terapias generalizadas y especificas para el CM [3]. La
alternativa quirdrgica comprende la mastectomia parcial o total, con el fin de
eliminar el tejido afectado. Si bien la remocion fisica del tumor es una operacion
con alto indice de efectividad, es también altamente invasiva, no aplicable en
todos los casos de CM y no definitiva en los casos en los que ya se presenta
ramificacion o metéstasis [4]. Las terapias generalizadas incluyen la
radioterapia y la quimioterapia, las cuales, aunque representan opciones
viables y efectivas de tratamiento, generan numerosos efectos secundarios
gue a menudo limitan su uso, dados principalmente por su poca especificidad
contra las células tumorales, pues al estar dirigidas contra la alta capacidad
replicativa de las células cancerosas, afectan de manera importante a las
células normales con alta tasa proliferativa, tipicamente a las células

precursoras hematopoyéticas [5]. Las terapias especificas incluyen la terapia



hormonal y aquellas dirigidas contra blancos especificos de células tumorales
de mama, lo que representa una aproximacion mucho mas dirigida y especifica
en el tratamiento del CM. En el caso de la terapia hormonal, los farmacos
destinados a interrumpir la cascada transduccional asociada a los receptores
de estrégeno (ER) o progesterona son utilizados para bloquear el efecto
proliferativo y antiapoptético de dichos receptores [6]. Algunos ejemplos de
este tipo de drogas son los moduladores de los receptores de estrdgeno, como
el tamoxifeno, o los inhibidores de la aromatasa (e.g., exemestano o
anastrozol), los cuales han demostrado ser alternativas efectivas para el
tratamiento de tumores dependientes de hormonas [7, 8]. La terapia dirigida
contra receptores especificos, por otra parte, busca aprovechar la expresion
especifica o diferencial de macromoléculas de sefalizacidén en células de CM,
gue no existen o se presentan en muy bajas cantidades en células de tejidos
normales. Un ejemplo importante de estas macromoléculas es el receptor de
factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER2/neu) [9], el cual se encuentra
altamente expresado en algunos tipos de cancer de mama y es responsable
de la sefalizacion que lleva a la sobreproliferacion celular [10]. En base a lo
anterior, se han desarrollado anticuerpos monoclonales contra éste receptor
(trastuzumab) e inhibidores de la sefalizacion intracelular del HER2/neu
(lapatinib) [11, 12]. Si bien estas dos dultimas terapias farmacologicas
constituyen alternativas altamente eficaces, considerablemente menos

invasivas y presentan una muy baja incidencia de efectos adversos, su alta



especificidad las limita a so6lo algunos tipos de CM, como son aquellos
dependientes de hormonas en el primer caso y aquellos que sobreexpresan el
receptor HER2/neu en el segundo. Desafortunadamente, tanto la terapia
hormonal como los inhibidores de la via HER2/neu no tienen efecto alguno
sobre los canceres de mama denominados triple-negativos (que carecen de
receptores de estrogeno, progesteronay HER2/neu) [13, 14], y son justamente
éstos tipos de cancer los que han mostrado ser mas agresivos, de peor
prondstico y presentar mayor probabilidad de recurrencia, metastasis y una

mayor tasa de mortalidad [15].

1.2.- La mitocondria como un nuevo blanco farmacolégico contra el

cancer de mama.

La falta de alternativas actualmente disponibles que conjuguen una alta
especificidad para células tumorales con una baja invasividad y minimos
efectos adversos ha llevado a la busqueda de blancos terapéuticos en las
células tumorales, que permitan discriminar claramente entre una célula
normal y una alterada, para el disefio de nuevos tratamientos. Tales blancos
deberian ser idealmente compartidos por todos los tipos de CM (independiente
de su expresion de receptores para factores de crecimiento u hormonas) y
estar practicamente ausentes, o no ser relevantes para la viabilidad de las

células normales. Al respecto, uno de los blancos que cobra cada vez mayor



relevancia como un posible sitio de accién de nuevas drogas con potencial

anti-cancerigeno es la mitocondria [16-19].

En células nucleadas, la mitocondria es la principal fuente energética, siendo
responsable de hasta el 80% de la produccién normal de ATP a través de la
fosforilacién oxidativa. En tales células, la glicélisis es inhibida en presencia de
altas concentraciones de oxigeno (efecto Pasteur), lo que permite que la
mitocondria oxide el piruvato a CO2 y H20 para la produccién de ATP [16]. En
ausencia relativa de oxigeno, por el contrario, la glicélisis es activada y
mantiene el suministro de energia aun cuando la fosforilacion oxidativa no se
lleve a cabo. En las células tumorales, en cambio, la glucosa es convertida a
lactato aun en presencia de oxigeno mediante la glicélisis aerébica (efecto
Warburg) [20], proceso que contribuye con entre un 50% y un 95% de la
sintesis de ATP. Si bien la glicdlisis aerGbica es mucho menos eficiente que la
fosforilacién oxidativa en términos del rendimiento energético por molécula de
glucosa (2 moléculas de ATP/molécula de glucosa frente a 30-32 moléculas
de ATP/molécula de glucosa, respectivamente), numerosos estudios postulan
que el efecto Warburg permite a las células tumorales disponer, ademas de
energia en la forma de ATP, de los intermediarios carbonados (derivados de
glucosa y glutamina) necesarios para la altisima sintesis de biomasa requerida
para la hiper-proliferacion de células tumorales [21]. La capacidad de las
células tumorales de cambiar desde un metabolismo mitocondrial a uno

primordialmente glicolitico parece minimizar el impacto que podrian tener



moléculas dirigidas a la mitocondria en la sobrevida de dichas células. Sin
embargo, cabe destacar que una de las principales enzimas (si no la mas
importante) involucrada en la exacerbacion y mantenimiento del metabolismo
glicolitico en las células cancerosas, la hexokinasa-2 (HK2) [22], se encuentra
anclada a la membrana externa de la mitocondria a través de la interaccion
con el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) [23]. Al estar intimamente
ligada a la membrana mitocondrial, la HK2 posee dos caracteristicas
importantes que le permiten una alta actividad constitutiva, y por ende
incrementar el flujo glicolitico en desmedro de la fosforilacion oxidativa. La
primera caracteristica es su falta de inhibicion por producto, lo que conduce a
una mayor formacion de glucosa-6-fosfato, aun cuando los niveles de dicho
metabolito estén incrementados en el citosol de las células tumorales [22]. La
segunda caracteristica es el hecho de tener un acceso preferencial al ATP que
fluye a través del VDAC desde la mitocondria hacia el citosol, lo que le permite
una tasa metabodlica muy superior a la normal [21-23]. Ambas caracteristicas,
si bien facilitan la utilizacion de glucosa a través de la glicélisis a una alta
velocidad, obligan ademas a que el metabolismo de las células tumorales sea
muy dependiente de la estabilidad de la estructura mitocondrial y del correcto
funcionamiento de la maquinaria mitocondrial de sintesis de ATP (aunque esté
disminuido respecto a las células normales) [24-26]. Por lo tanto, fallas en el
suministro de ATP desde la mitocondria hacia la HK2, o la disrupcion de su

interaccion con VDAC, tienen como resultado una disminucion importante del



flujo de la glicdlisis y por ende la detencion de la proliferacion, lo que de
mantenerse en el largo plazo podria llevar a la muerte de las células
cancerosas. En efecto, investigaciones dirigidas a disminuir la actividad de la
HK2, ya sea a través de silenciamiento génico [27] o mediante el uso de
inhibidores quimicos [28], han demostrado la efectividad de tales
aproximaciones como posibles estrategias anti-tumorales. De manera similar,
estrategias dirigidas a inhibir la produccion de ATP mitocondrial, mediante la
inhibicién de la cadena transportadora de electrones, han mostrado una alta
capacidad de erradicacion de células cancerosas [29]. Es preciso mencionar,
sin embargo, que la inhibicién en la produccién de ATP no es el Unico evento
potencialmente citotdxico a nivel mitocondrial. En efecto, inhibiciones en la
cadena transportadora de electrones o el desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa conducen también a una pérdida en el potencial de transmembrana
mitocondrial (Wm) [30], evento que resulta en numerosas alteraciones en la
funcion de dicho organelo, como la pérdida del balance NADH:NADPH
necesario para la regeneracion del glutation reducido (GSH) a partir de
glutation oxidado (GSSG) [31, 32], la disminucion de la capacidad de la
mitocondria para almacenar Ca?*, necesaria para el mantenimiento de la
homeostasis de dicho cation [33, 34], y el incremento de la permeabilidad de
la membrana interna y la formacion del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPTP) que llevan a la liberacion de factores pro-apoptoticos

hacia el citosol [35].



1.3.- Nuevas moléculas con potencial toxicidad mitocondrial.

En el contexto del potencial de drogas con blanco mitocondrial como
agentes citotoxicos en células cancerigenas (neoplasicas), se ha reportado la
capacidad del acido nordihidroguayarético y de su derivado tetraacetilado para
inhibir el crecimiento celular y el consumo de oxigeno mitocondrial, y para
disminuir los niveles de ATP y la viabilidad de lineas celulares de cancer
mamario de ratén (TA3 y su variedad resistente a metrotrexato TA3-MTX-R)
[36]. Adicionalmente, ambas moléculas han demostrado actividad anti-
neoplasica in vivo, inhibiendo el crecimiento de células tumorales
intramusculares [36]. En la misma linea, se ha demostrado que ésteres del
acido gélico bloquean de forma importante el flujo de electrones en la cadena
respiratoria mitocondrial, disminuyendo la sintesis de ATP a nivel de dicho
organelo [37]. Estos ésteres ademas han demostrado inhibir el crecimiento de
células tumorales TA3 y TA3-MTX-R, tanto en cultivo como en ratones
portadores de tumores derivados de dichas células, tratados con iso-butil-
galato. En las mismas investigaciones se demostré que los ésteres de acido
gélico son selectivamente tdxicos hacia células tumorales (y no hacia células
normales) [37]. De manera similar, en el laboratorio donde se desarrollo la
presente tesis, se ha investigado en torno al uso de polifenoles con tropismo
mitocondrial (en particular ésteres de acido galico) [38, 39] o moléculas como
el 3-hidroxibakuchiol [40] como posibles moléculas anti-tumorales, con accion

inhibitoria mitocondrial. Las moléculas investigadas han demostrado ser



efectivos inhibidores del flujo de electrones a través de la cadena respiratoria
mitocondrial, particularmente a nivel del complejo | (NADH:Ubiquinona
oxidorreductasa), y a través de dicho mecanismo, ser capaces de inducir la
muerte apoptoética de células de cancer mamario de raton [41]. Cabe destacar
que, junto con exhibir la habilidad de eliminar células tumorales, las moléculas
mencionadas han demostrado ser selectivas contra este tipo de células, pues
practicamente no tienen efecto citotoxico sobre células normales de tejido

mamario.

Otras investigaciones han propuesto polifenoles como el &cido protocatecuico
(PCA) [42-45] y el acido gentisico (GA) [46-48] como potenciales agentes
citotoxicos, si bien su accién directa a nivel mitocondrial no ha sido
comprobada hasta el momento. Cabe destacar sin embargo, que de manera
similar al &cido galico, los acidos PCA y GA tienen la capacidad de ser
oxidados a quinonas (o-quinona [49] y p-quinona [50], respectivamente), y que
dicha oxidacion seria la responsable, al menos en el caso del acido galico, de
algunas de sus actividades citotéxicas. En efecto, se ha demostrado que o-
guinonas pueden formar enlaces covalentes con grupos sulfhidrilos o aminas
de residuos aminoacidicos, a través de la reaccion de Michael [37], alterando
la estructura y funcion de enzimas o proteinas estructurales dentro de la
mitocondria, como por ejemplo los complejos respiratorios o la ATP-sintasa
mitocondrial. Adicionalmente, ha sido ampliamente documentado el efecto de

inhibidores de la cadena transportadora de electrones mitocondrial, tales como



rotenona (inhibidor del complejo I) o antimicina A (inhibidor del complejo 111)
para incrementar la produccion de superoxido a nivel mitocondrial [51, 52].
Este incremento, de no ser remediado por los mecanismos antioxidantes
celulares, como el GSH o las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa
mitocondrial (MSOD) y catalasa (CAT), puede derivar en un estrés oxidativo
generalizado al interior de la célula, llevando a la alteracion de macromoléculas
como lipidos, proteinas y &cido nucleicos y, potencialmente, a la muerte celular
[53]. Es por esto que moléculas que interrumpan el flujo de electrones a nivel
mitocondrial pueden ser citotdxicas no s6lo como resultado de una disminucién
en la sintesis de ATP, sino ademas como agentes inductores de estrés

oxidativo celular.

En lo referente al uso de ésteres de acido galico, en el laboratorio se han
sintetizado moléculas (derivados unidos a trifenilfosfonio; TPP*) con potencial
de bio-acumularse en la mitocondria, incrementando su concentracion efectiva
y disminuyendo por ende la concentracion necesaria para inducir el efecto
citotéxico. Para lograr tal acumulacion se ha aprovechado el potencial
transmembrana mitocondrial (Wm), de alrededor de 170 mV, el cual es entre 2
y 6 veces mayor que el de cualquier otro organelo, incluida la membrana
plasmatica [54]. Este potencial de transmembrana implica una menor carga
positiva en el lado interno de la membrana interna mitocondrial (matriz
mitocondrial), y permite dirigir una molécula, mediante su unidén a cationes

lipofilicos deslocalizados, de manera selectiva hacia la mitocondria [55].



Las primeras evidencias de que cationes lipofilicos deslocalizados podian
acumularse selectivamente en la membrana interna mitocondrial, fueron dadas
por el uso de rodamina 123, la cual posee un grupo funcional cationico junto a
una region apolar, lo que le permite ingresar a la mitocondria utilizando el
gradiente de potencial negativo mencionado, pudiendo acumularse hasta 500
veces al interior del organelo [56, 57]. Recientemente, se han desarrollado
sales de trifenilfosfonio como chaperonas quimicas que, al estar unidas a
diversas moléculas, permiten su entrada selectiva y su acumulacion al interior
de la mitocondria. Ejemplos de esto ultimo son la MitoVit-E [58, 59] y el Mito-
Q [28, 60], derivados de la vitamina E y la coenzima Q, respectivamente,
unidos a grupos trifenilfosfonio, que han demostrado ser antioxidantes

mitocondriales mas efectivos que sus moléculas parentales.

Si bien todas las mitocondrias presentan un Wn significativamente mayor al
potencial transmembrana de otros organelos, se ha demostrado que las
mitocondrias de tejidos tumorales presentan un Wm aln mayor que el
observado en mitocondrias de tejidos sanos (incluidos los tejidos excitables
con alta tasa metabdlica), lo que permitiria que los cationes lipofilicos
deslocalizados se acumulen preferentemente en mitocondrias de células
tumorales, incrementando la selectividad de las moléculas hacia las células

cancerosas y evitando la toxicidad en células normales [61, 62].
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1.4.- La mitocondria en el contexto de los receptores hormonales.

El cancer de mama se clasifica actualmente en 4 subtipos, basados en la
expresion o ausencia de receptores para hormonas esteroidales (receptor de
estrogeno o progesterona; ER o PR, respectivamente) o receptores HER2/neu.
Asi, el cancer de mama se divide en luminal A (ER/PR positivo, HER2/neu
negativo), luminal B (ER/PR positivo, HER2/neu positivo), HER2/neu sobre-
expresado (ER/PR negativo, HER2/neu positivo) y triple-negativo (ER/PR
negativo, HER2/neu negativo) [13, 15, 63]. Dada la actual falta de una
alternativa especifica que sea efectiva para el tratamiento de los 4 subtipos, se
vuelve necesario el desarrollo de moléculas que, manteniendo su toxicidad
selectiva hacia células tumorales versus células normales, sean capaces de
afectar a células cancerigenas independiente de su expresion de receptores
hormonales o de factores de crecimiento. En este ambito, las moléculas
dirigidas contra la mitocondria podrian suponer una estrategia viable pues su
mecanismo de accién estaria dirigido contra un blanco presente en todas las
células tumorales, y no contra uno de los receptores en particular. Sin
embargo, es necesario destacar que tanto los receptores hormonales (ER y
PR) como el receptor HER2/neu tienen funciones relacionadas con el
metabolismo mitocondrial, por lo que no debe descartarse la posibilidad de que
la ausencia o presencia de tales receptores modifique la respuesta citotoxica
de moléculas dirigidas contra el mencionado organelo. Por ejemplo, el receptor

de estrogeno es capaz de estimular la transcripcion de los complejos
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respiratorios, inhibir el MPTP [64] y la apoptosis intrinseca [65], e incrementar
las defensas antioxidantes mitocondriales [64]. En dicho contexto, un reporte
de Pons et al. (2015) mostré que la razén Era/Erf es capaz de modificar la
respuesta de células de cancer mamario humano frente a agentes citotdxicos
con actividad mitocondrial (tales como cisplatino, paclitaxel y tamoxifeno). Los
autores demostraron que una baja razon ERo/ERB indujo una menor
respuesta frente al efecto citotéxico de cisplatino, ademas de una menor
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y una menor activacion
de la apoptosis [66]. Asi mismo, la sobreexpresion del ERB fue capaz de
incrementar la resistencia de células con una alta razén ERa/ER frente a la

accion de los compuestos anticancerigenos [66].

En la misma linea, se ha reportado que el receptor HER2/neu es capaz de
disminuir la actividad respiratoria mitocondrial e incrementar la glicolisis
aer@bica, a través de la activacion de la enzima lactato deshidrogenasa A
(LDH-A) [67]. En efecto, los distintos tipos de cancer de mama no sélo se
diferencian en su patron de expresion de los receptores mencionados, sino
ademas presentan importantes diferencias metabdlicas. Por ejemplo, las
células triple-negativas presentan un metabolismo altamente glicolitico
(cercano al 95%), y un mayor tono oxidativo basal, mientras que los otros tres
tipos celulares presentan un metabolismo mas bien mixto (aprox. 50%
oxidativo y 50% glicolitico) y una mayor resistencia frente a incrementos en el

estrés oxidativo celular [68, 69]. Por ende, para postular cualquier molécula
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como un potencial agente antitumoral con accién inhibitoria mitocondrial, es
necesario evaluar su efectividad, de manera inicial, en cultivos celulares de
cancer de mama que representen a los 4 subtipos mencionados.
Adicionalmente, se ha reportado que existen diversas mutaciones en la
proteina p53 asociadas al cancer de mama [70-73], asi como también se han
encontrado tumores en los que dicha proteina se encuentra expresada en su
forma nativa (wild type). Dada la relevancia de p53 en la quimiorresistencia de
células tumorales [74], en la capacidad de respuesta antioxidante [75, 76], y a
su potencial apopt6tico [77] o anti-apoptético [78] (dependiendo de la mutacion
presente), se vuelve necesario ademas evaluar el efecto de moléculas con
potencial antitumoral, en lineas celulares que presenten esta proteina en su

forma wild type o con distintas mutaciones.

1.5.- Modelo celular a utilizar.

En base a los antecedentes referidos, y con miras a desarrollar nuevas
moléculas alternativas con potencial como agentes citotéxicos con actividad
inhibitoria mitocondrial, se evalu6 la actividad de los ésteres de los acidos
protocatecuico y gentisico, unidos a un grupo trifenilfosfonio por una cadena
hidrocarbonada lineal de 10 &atomos de carbono, en lineas celulares
representativas de los 4 subtipos de cancer de mama humano: Luminal A
(MCF-7; ER*/HER2/neu’), Luminal B (MDA-MB-361 y BT-474;

ER*/HER2/neu*), HER2/neu sobreexpresado (AU565; ER/HER2/neu™) y triple
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negativo (MDA-MB-231; ER/HER2/neu’). Las lineas celulares a utilizar
también presentan expresion de diversas variantes de la proteina p53. Las

lineas utilizadas fueron [6, 13, 79]:

e MDA-MB-361 (Luminal B; ER +; HER2/neu +; p53 wild type)

e BT-474 (Luminal B; ER +; HER2/neu +; p53 E285K)

¢ MCF-7 (Luminal A; ER +; HER2/neu -; p53 wild type)

e AU565 (HER2/neu sobreexpresado; ER -; HER2/neu +; p53 R175H)

e MDA-MB-231 (Triple negativo; ER -; HER2/neu -; p53 R280K)

e Adicionalmente se utilizaron células modificadas en el laboratorio segun
las siguientes caracteristicas: MCF7 resistentes a Tamoxifeno (MCF7-
TAMR), MCF7 cultivadas en esferas tridimensionales (MCF7-Sph), y

MCF7 carentes de DNA mitocondrial (MCF7-rho0).

Junto con estudiar el potencial citotoxico de las moléculas mencionadas, se
evalu6 su capacidad para inducir disfunciones mitocondriales y para
incrementar el estrés oxidativo tanto mitocondrial como celular, y se estudio el
mecanismo por el cual los 4cidos unidos a TPP* podrian inducir muerte celular.
Adicionalmente se evaluod la selectividad de los compuestos hacia las células
tumorales, utilizando la linea celular MCF 10F (células de epitelio mamario

humano normal inmortalizadas) como un control de células normales [80].
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2.- HIPOTESIS

Los ésteres de los acidos protocatecuico y gentisico, unidos a cationes
trifenilfosfonio, presentan toxicidad selectiva contra células de cancer de mama
humanas respecto a células normales, de manera independiente de la
expresion de receptores de hormonas o receptores HER2/neu, del estado de

la proteina p53, y del tipo de metabolismo celular.

3.- OBJETIVOS

3.1. Objetivo General.

Evaluar el efecto de compuestos con capacidad potencial para alterar las
funciones mitocondriales, como posibles agentes citotdéxicos selectivos en
células de cancer mamario humano, y estudiar su potencial mecanismo de

accion.

3.2.- Objetivos Especificos.

1. Determinar el efecto citotoxico de los ésteres de los &cidos
protocatecuico y gentisico unidos a TPP* en células representativas de
los 4 subtipos de cancer de mama humano y compararlo con aquel

observado en células de epitelio mamario humano normal.

2. Evaluar el efecto de los ésteres de los acidos protocatecuico y gentisico

unidos a TPP* sobre la respiracion celular, el potencial de
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4.

transmembrana mitocondrial, los niveles de ATP y la biogénesis

mitocondrial, en células de cancer mamario humano.

Evaluar el efecto de los ésteres de los acidos protocatecuico y gentisico
unidos a TPP* sobre el estrés oxidativo mitocondrial y celular y sobre

los niveles de glutation, en células de cdncer de mama humano.

Estudiar el tipo de muerte celular inducido por los ésteres de los acidos
protocatecuico y gentisico unidos a TPP* en células de cancer de mama

humano.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1. Compuestos en es

Los compuestos utilizados en la presente tesis (Figura 1) fueron sintetizados
en el Laboratorio de Quimica Experimental, del Departamento de Quimica de
la Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educacion (UMCE), segun lo
descrito por Jara et al. (2014) [39]. Todas las soluciones stock y diluciones
posteriores se prepararon en DMSO (Merck, Darmstadt, Alemania) y se
agregaron a los cultivos cuidando que la concentracién del solvente nunca

superara el 1% respecto al medio de cultivo. El protocolo de sintesis se

presenta en el Anexo 1.

tudio.

PCA-TPP*

GA-TPP*

Cy0-TPP*

QO
T O

Sie

e O

PCA-Cyg

GA-Cyo

i
0

Figura 1. Estructura de los acidos unidos a TPP* y las moléculas control.
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4.2.- Lineas celulares y cultivo celular.

Las células de cancer mamario humano MDA-MB-361 (cédigo ATCC® HTB-
27™), BT-474 (c6digo ATCC® HTB-20™), MCF7 (c6digo ATCC® HTB-22™),
AU565 (codigo ATCC® CRL-2351™) y MDA-MB-231 (cédigo ATCC® HTB-
26™) fueron adquiridas a la American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, E.E.U.U.). La linea celular de epitelio mamario humano normal
MCF 10F (c6digo ATCC® CRL-10318™) fue gentilmente donada por la Dra.

Gloria Calaf de la Universidad de Tarapacd, Chile.

Las lineas celulares BT-474, MCF7 y MDA-MB-231 fueron cultivadas en medio
DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.E.U.U.), la linea celular AU565 fue
cultivada en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) y la linea celular MDA-MB-361
en medio Leibovitz's L-15 (Sigma-Aldrich). En todos los casos el medio de
cultivo fue suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB), y penicilina (100

Ul/ml) y estreptomicina (100 pg/ml).

Las células modificadas MCF7-TAMR fueron cultivadas en medio DMEM
suplementado con SFB al 10%, penicilina (100 Ul/ml) y estreptomicina (100
pg/ml), y tamoxifeno 5 pM. Las células MCF7-Sph fueron obtenidas al
mantener células MCF7 parentales en medio DMEM avanzado (Sigma-Aldrich)
suplementado con Neurocult Neural Stem Cell Proliferation Supplement (Stem
Cell Technologies, Vancouver, British Columbia, Canada), rhEGF (20ng/ml;

Sigma-Aldrich), rhFGF (10ng/ml; Sigma-Aldrich) y penicilina (100 Ul/ml) y
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estreptomicina (100 pg/ml). Las células modificadas MCF7-rho0 fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado con SFB al 10 %, penicilina (100
Ul/ml) y estreptomicina (100 pg/ml), uridina (50 pg/ml; Sigma-Aldrich) y

piruvato de sodio (100 pg/ml; Sigma-Aldrich).

La linea celular MCF 10F fue cultivada en medio DMEM-F12 (Sigma-Aldrich)
suplementado con suero fetal equino al 10% (SFE), e insulina, hEGF,
gentamicina e hidrocortisona, contenidos en el kit MEGM SingleQuots (Lonza,

Basilea, Suiza).

Todas las lineas celulares fueron mantenidas en una atmdsfera humidificada

de 5% CO:2 a una temperatura de 37 °C.

4.3.- Ensayos de viabilidad celular.

La evaluacion del efecto de las moléculas en estudio sobre la viabilidad de las
lineas celulares MDA-MB-361, AU565, MCF7, MDA-MB-231 y MCF 10F fue
realizada mediante el ensayo de reduccion de MTT [81]. Para ello, se
sembraron 1:104 células por pocillo en una placa de 96 pocillos, y se incubaron
por 24 horas a 37°C y 5% de CO2. A continuacion, se agregaron
concentraciones crecientes de cada compuesto en estudio (0,1-200 uM) y se
incubaron las células por 24, 48 o 72 horas adicionales. Transcurrida la
incubacion, las células fueron lavadas dos veces con PBS, y se les agrego la

sal de MTT (0,5 mg/ml). Tras una hora de incubacion, los cristales formados
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fueron solubilizados con DMSO y se midi6 la absorbancia a 570 nm utilizando

un lector de placas ELISA (BioRad, Hercules, CA, E.E.U.U.).

El ensayo de tincidon por cristal violeta también se utiliz6 para determinar el
efecto de los compuestos en estudio sobre la viabilidad de las lineas celulares
MCF7, BT-474, MCF7-rho0 y MCF7-TAMR [82]. La siembra y la incubacion
de cada linea con los compuestos se realizaron de la misma forma que en el
ensayo de reduccion de MTT. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién
(48 o0 72 horas), las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante
30 minutos a temperatura ambiente, y lavadas con PBS. A continuacién, las
células fueron incubadas con cristal violeta (0,05% en agua) a temperatura
ambiente durante 2 horas y lavadas nuevamente con PBS. Finalmente, se
agregé SDS 1% para disolver los cristales, se incubé durante 1 hora (bajo
agitacion constante) y se midié la absorbancia de cada pocillo a 595 nm,

utilizando un lector de placas ELISA (BioRad).

El analisis del efecto citotoxico de los compuestos en estudio sobre la viabilidad
de células MCF7-Sph se realiz6 mediante la evaluacién del contenido de ATP
celular, utilizando el kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega, Madison, WI, E.E.U.U.). En breve, se sembraron 1-10* células por
pocillo en una placa de 96 pocillos, y se incubaron por 72 horas a 37°C y 5%
de COz2 para permitir la formacion de las esferas. A continuacion, se agregaron

concentraciones crecientes de cada compuesto en estudio (0,1-200 uM) y se
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incubaron las células por 48 o 72 horas adicionales. Finalmente, las células
fueron lisadas segun las instrucciones del kit, el contenido total de cada pocillo
transferido a una placa opaca y la luminiscencia determinada mediante un
lector de placas Varioskan® Flash (Thermo Scientific, Waltham, MA, E.E.U.U.).
Se realiz6 el mismo procedimiento con células MCF7 parentales con el fin de

comparar el efecto citotoxico de los compuestos en ambas lineas celulares.

De manera similar, el ensayo de formacion de colonias se utiliz6 para
determinar el efecto de los compuestos en estudio sobre la proliferacion celular
[83]. En resumen, 500 células/pocillo fueron sembradas en placas de 6 pocillos
e incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de COz2. Luego, las células fueron
tratadas con concentraciones crecientes de cada compuesto por 24 horas (0,1
— 2,5 UM para las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231, 1-10 uM para la linea
celular MCF 10F). A continuacion, las células se lavaron con PBS, se renovo
el medio de cultivo por uno libre de compuestos y las células fueron incubadas
por 5 dias adicionales a 37°C y 5% de CO:2 para permitir la formacion de
colonias. Finalmente, las colonias fueron tefiidas con una solucion de cristal

violeta al 0,5% en metanol por 30 minutos, lavadas con PBS y fotografiadas.

Adicionalmente, el efecto citotoxico de los compuestos fue evidenciado
mediante la cuantificacion de la liberacion de LDH al medio extracelular,
utilizando el kit LDH-Cytotoxicity Assay Kit Il (Abcam, Cambridge, R.U.). En

resumen, 2:10% células/pocillo fueron sembradas en placas de 96 pocillos e
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incubadas durante 24 horas a 37°C y 5% de CO.. A continuacion, se agregoé
cada compuesto (10 y 20 uM) y se incubaron las células por 24 horas
adicionales. Finalmente, el sobrenadante de cada pocillo fue transferido a una
nueva placa (10 pl/pocillo) y sobre éste ultimo se agregd el Mix de Reaccion
de LDH (contenido en el kit; 100 pl/pocillo). La placa fue incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente y la absorbancia a 450 nm fue cuantificada
utilizando un lector de placas Varioskan® Flash (Thermo Scientific). Todos los
valores se expresan como porcentaje de actividad de LDH respecto al obtenido
de células incubadas con la Solucion de Lisis Celular (contenida en el kit) por

24 horas (correspondiente al 100% de liberacion de LDH).

En todos los ensayos de citotoxicidad, los resultados fueron comparados con
el control, el cual corresponde a células incubadas con DMSO en igual

concentracion a la utilizada al agregar los compuestos.

4.4.- Extraccion de RNA, transcripciéon inversay qPCR.

La evaluacion del efecto de los compuestos en estudio sobre los niveles de
diferentes mRNA se realiz6 mediante qPCR, segun lo descrito por Truksa et
al. (2015) [59]. Para ello, 1-107 células fueron sembradas en una placa Petri de
60 mm e incubadas durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente las
células fueron tratadas con cada uno de los compuestos en estudio (5 puM)
durante 24 horas. El control corresponde a células incubadas con DMSO en

ausencia de compuestos. El RNA total fue extraido mediante el kit RNAzol®
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RT (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, E.E.U.U.) segun las
instrucciones del fabricante. Las muestras fueron guardadas a -80 °C para su

posterior uso.

La transcripcion inversa se realizd6 mediante el kit RevertAid cDNA First Strand
Synthesis (Thermo Scientific). En breve, 0,5 pg de RNA total fueron incubados
con oligo-dT durante 5 minutos a 65 °C para denaturar el RNA y posteriormente
enfriados a 4 °C. A la mezcla se le afiadi6é un inhibidor de RNAasa, nucledtidos
y la enzima transcriptasa reversa y se incub6 durante 60 minutos a 45 °C para
permitir la transcripcion inversa, durante 5 minutos a 75 °C para inactivar la
enzima, y finalmente las muestras de DNA complementario (cDNA) se

almacenaron a -20 °C para su posterior uso.

El analisis de gPCR se realiz6 mediante el kit 5x HOT FIREpol Eva Green
gPCR mix (Solis Biodyne, Tartu, Estonia), utilizando un equipo lllumina Eco
Real-Time PCR System (lllumina, San Diego, CA, E.E.U.U.). En breve, 100 ng
de cDNA se mezclaron con 5x Eva Green mastermix (contenido en el kit) y los
respectivos partidores (directo e inverso, 10 uM c/u). Todos los partidores se
obtuvieron de Sigma-Aldrich segun lo reportado por Truksa et al. (2015) [59],
y Sus secuencias se muestran en el Anexo 2. Tras mezclar el contenido de la
placa por inversion, se incub6 durante 12 minutos a 95 °C para la denaturacion
inicial de la muestra y el qPCR se realizé de acuerdo al siguiente protocolo (38

ciclos):
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e 10 segundos a 95 °C (denaturacion)
e 20 segundos a 60 °C (hibridacién)

e 20 segundos a 72 °C (extensién y cuantificacion).

La cuantificacion de la expresion relativa de cada mRNA se realiz6 mediante
el método de AACH, utilizando los genes “house-keeping” POLR2a y RPLPO

para la comparacion.

4.5.- Ensayo de consumo de oxigeno celular.

El efecto de los compuestos en estudio sobre el consumo de oxigeno celular
fue evaluado polarograficamente, utilizando un electrodo de Clark (Yellow
Springs Instruments, Yellow Springs, OH, E.E.U.U.), acoplado a un monitor
YSI (modelo 53) conectado a un mdodulo DI-148U con interfaz USB. La
medicion fue monitoreada mediante el software Windaq Acquisition Waveform

Recorder (DataQ Instruments, E.E.U.U.) [39].

Para cada medicion, 4-10° células fueron resuspendidas en 600 pl de PBS y
se agregaron a una camara hermética. La cuantificacion de los niveles de
oxigeno se inicié inmediatamente después de la adicion de las células y los
siguientes compuestos fueron adicionados en orden: oligomicina (2,5 pg/ml)
como un inhibidor del complejo V, uno de los compuestos en estudio (en
concentracion 10, 20 o 50 pM), y finalmente rotenona (10 pM) como un

inhibidor de la respiracion mitocondrial. La respiracion celular maxima se
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defini6 como la obtenida tras la adiciéon de oligomicina y posteriormente del
desacoplante CCCP (0,5 uM). Los resultados se expresan como la razon entre
el consumo de oxigeno medido tras la adicién del compuesto en estudio (o

CCCP) y el consumo de oxigeno observado tras la adicion de oligomicina.

4.6.- Ensayos de cuantificacion de ROS.

El efecto de los compuestos en estudio sobre los niveles de superéxido
mitocondrial fue estudiado utilizando la sonda fluorescente MitoSOX Red® [84].
Para ello, células MCF7 y MDA-MB-231 (1-10° células/pocillo) fueron
sembradas en placas de 24 pocillos e incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de
CO:z. Posteriormente, las células fueron incubadas con la sonda MitoSOX (5
MM) por 30 minutos, protegidas de la luz, y lavadas con PBS. A continuacion,
se agreg6é cada uno de los compuestos en estudio en concentraciones
crecientes (1-100 uM) y se incubaron las células por 2 horas a 37 °C.
Finalmente, las células fueron recolectadas mediante tripsinizacion,
resuspendidas en PBS vy la fluorescencia debida a la oxidacion de MitoSOX
(530ex/580em nm) fue cuantificada mediante citometria de flujo (FACSAria®lll,
BD Biosciences). El control corresponde a células pre-incubadas con MitoSOX
a las que se les adicion6 DMSO 1% (como vehiculo de adicion de los
compuestos) y los resultados se expresan como %URF respecto al control.
Rotenona (10 pM) se utilizd6 como control positivo de produccion de

superoxido.
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En un experimento similar, células MCF7, BT-474 y MCF 10F (1-10°
células/pocillo) fueron sembradas en placas de 12 pocillos e incubadas por 24
horas a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, las células fueron co-incubadas
con cada uno de los compuestos en estudio (20 puM) durante 5, 15, 30 y 60
minutos y con MitoSOX (5 uM) durante 15 minutos. Tras la incubacion, las
células fueron recolectadas mediante tripsinizacion, resuspendidas en PBS y
la fluorescencia debida a la oxidacién de MitoSOX fue analizada segun lo

descrito anteriormente.

De manera similar, el efecto de los compuestos en estudio sobre el nivel celular
de especies reactivas de oxigeno fue estudiado utilizando la sonda
fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) [85]. Para ello, 1-10°
células/pocillo fueron sembradas en placas de 12 pocillos e incubadas por 24
horas a 37°C y 5% de CO.. Posteriormente, las células fueron co-incubadas
con cada uno de los compuestos en estudio (20 uM) durante 5, 15, 30 y 60
minutos y con DCFDA (5 uM) durante 15 minutos. Tras la incubacion, las
células fueron recolectadas mediante tripsinizacion, resuspendidas en PBS y
la fluorescencia debida a la oxidacion de DCFDA fue analizada mediante
citometria de flujo (FACSAria®lll, BD Biosciences) a las longitudes de onda

495e4/529em nm.
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En todos los casos, se utilizaron células pre-incubadas con cada una de las
sondas fluorescentes, a las cuales se les adicion6 DMSO a igual concentracion

gue a aquellas incubadas con los compuestos en estudio, como control.

4.7.- Ensayo de determinacion de niveles de GSH y GSSG.

La determinacion del efecto de los compuestos en estudio sobre los niveles
intracelulares de glutation reducido y oxidado (GSH y GSSG, respectivamente)
se realiz6 mediante el kit Glutathione Fluorometric Assay (BioVision, Milpitas,
CA, E.E.U.U.) [86]. En resumen, células MCF7, MDA-MB-231 y MCF 10F
(31068 células/pocillo) fueron sembradas en placas de 12 pocillos e incubadas
por 24 horas a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, las células fueron
incubadas con cada uno de los compuestos en estudio (5 puM) por 24 horas,
recolectadas mediante tripsinizacién y resuspendidas en 100 pl de Assay
Buffer (contenido en el kit). De la anterior suspension, 60 pl fueron afiadidos a
un tubo con 20 pl de acido perclorico 6 N, y la mezcla fue agitada, incubada en
hielo durante 5 minutos y centrifugada por 2 minutos (13.000g a 4 °C). Al
sobrenadante se le afiadieron 40 ul de hidroxido de sodio 6 N frio y se mantuvo
en hielo por 5 minutos. Tras una nueva centrifugacion (2 minutos a 13.000g a
4 °C), se transfirieron 10 pl de cada muestra a una placa negra de 96 pocillos
en triplicado (para la cuantificacion diferencial de GSH, GSSG vy glutation total).
Para la cuantificacion de GSH se adicionaron 80 ul de Assay Buffer a uno de

los pocillos anteriormente mencionados. Para la determinacion de GSSG, se
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afiadieron 60 pl de Assay Buffer y 10 pl de Quencher (contenido en el kit). Tras
10 minutos de incubacion, se afadieron 10 ul de Reducing Agent (contenido
en el kit) y se incub6 por 10 minutos adicionales. Para la determinacion de
glutation total, se afiadieron 70 pl de Assay Buffer y 10 ul de Reducing Agent
al tercer pocillo y se incub6 por 10 minutos. Finalmente, se agregaron 10 pl de
o-ftalaldehido (contenido en el kit) a cada uno de los pocillos, se incub6 por 40
minutos y la fluorescencia se cuantificO mediante un lector de placas
Varioskan® Flash (Thermo Scientific) a 340ex/420em nm. Los resultados se
expresan como la razon entre las concentraciones de GSH y GSSG, las cuales
fueron calculadas mediante interpolacion en una curva estandar de GSH
obtenida utilizando el mismo kit. Células incubadas con DMSO (a igual
concentracion que la utilizada para la adicion de los compuestos) fueron

utilizadas como control.

4.8.- Ensayos de determinacion de potencial de transmembrana

mitocondrial (Wm).

El efecto de los compuestos en estudio sobre el potencial de transmembrana
mitocondrial (Wm) fue estudiado mediante la sonda fluorescente safranina-O
[87-89]. En resumen, 2-4-108 células (4 mg de proteina total) fueron pre-
incubadas con glutamato + malato (4 mM c/u), safranina-O (5 uM) y digitonina
(8 pg/ml) durante 5 minutos en una camara de fluorimetro. La medicién de

fluorescencia (485ex/586em NM) se inicid a continuacion y se monitorearon 200
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segundos para permitir el establecimiento de una linea base. A continuacion,
cada uno de los compuestos en estudio se agregé a la cdmara (en
concentraciones de 5, 10 0 20 uM) y la fluorescencia fue monitoreada por 800
segundos adicionales utilizando un espectrofluorimetro JASCO FP-
6200(Jasco Applied Sciences, Halifax, Nova Scotia, Canadd). La pérdida total
de W fue determinada en una medicién independiente mediante la adicion de
CCCP (0,5 uM), 200 segundos después de iniciada la medicién, en ausencia

de cualquier derivado con TPP*.

Alternativamente, se determiné el potencial de transmembrana mitocondrial, y
el efecto de los compuestos en estudio sobre éste ultimo, utilizando la sonda
fluorescente tetrametilrodamina metil éster (TMRM) [90]. En resumen, 1-10°
células/pocillo fueron sembradas en placas de 12 pocillos e incubadas por 24
horas a 37°C y 5% de CO:2. Posteriormente, las células fueron co-incubadas
con cada uno de los compuestos en estudio (10 puM) durante 5, 15, 30 y 60
minutos y con TMRM (50 nM) durante 15 minutos. Tras la incubacion, las
células fueron recolectadas mediante tripsinizacion, resuspendidas en PBS y
la fluorescencia de TMRM fue analizada mediante citometria de flujo
(FACSAria®lll, BD Biosciences) a las longitudes de onda 548ex/573em nm. En
ambos casos el control corresponde a células tratadas con DMSO a una

concentracion igual a la utilizada para la adicion de los compuestos en estudio.
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4.9.- Ensayo de determinacion de ATP celular.

El nivel de ATP celular, y el efecto de los compuestos sobre éste, se determind
mediante el kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega).
Para ello, 1-10* células/pocillo fueron sembradas en placas de 96 pocillos e
incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de CO:2. A continuacion, se agregaron los
compuestos en estudio (10-20 uM) y se incubaron por 4 horas. Finalmente, las
células fueron lisadas segun las instrucciones del kit, el contenido total de cada
pocillo transferido a una placa opaca y la luminiscencia determinada mediante

un lector de placas Varioskan® Flash (Thermo Scientific).

Con el fin de determinar si la caida del ATP estd asociada a alguna de las
enzimas sensores de ATP: AMPK y adenilato quinasa, se repitio la medicion
en presencia del inhibidor de la AMPK, dorsomorfina (1 uM) [91], o del inhibidor
de la adenilato quinasa, Ap5A (5 uM) [92]. Para permitir la entrada del Ap5A a
las células, se agreg6 digitonina (0,625 pg/ml) durante la dltima hora de la
incubacion. Tras las incubaciones, las células fueron lisadas y la luminiscencia
cuantificada segun se describié anteriormente. Los controles corresponden a
células incubadas con DMSO (a igual concentracion que la utilizada para

afiadir los compuestos) en ausencia o presencia de dorsomorfina y Ap5A.
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4.10.- Ensayo de actividad ATPasa del complejo V.

La actividad ATPasa del complejo V mitocondrial también fue estudiada
mediante la sonda fluorescente safranina-O. En resumen, células MCF7 y
MDA-MB-231 fueron pre-incubadas con safranina, digitonina y glutamato +
malato como se indicé anteriormente. Tras establecer la linea base por 200
segundos, se agregé CCCP (0,5 uM) o uno de los compuestos en estudio (10
MM) como desacoplantes, o rotenona (5 uM) como inhibidor del complejo |y
se monitoreé la fluorescencia por 400 segundos adicionales. Una vez
alcanzado el maximo de fluorescencia, se agregd ATP (5 mM) para activar la
actividad ATPasa del complejo V y la fluorescencia se monitoreé por otros 400

segundos.

4.11.- Ensayo de marcacién con Anexina V/yoduro de propidio.

El tipo de muerte celular inducido por los compuestos fue estudiado por medio
del doble marcaje con anexina V/yoduro de propidio (AV/PI), utilizando el kit
Annexin V-FITC Apoptosis Detection (Abcam, Cambridge, R.U.). En resumen,
5-10* células/pocillo fueron sembradas en placas de 24 pocillos e incubadas
por 24 horas a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, las células fueron
incubadas con concentraciones crecientes de los compuestos en estudio (2.5-
5 uM para las lineas MCF7 y MCF 10F, 10-20 uM para la linea MDA-MB-231)
durante 48 horas. Finalmente, las células fueron recolectadas mediante

tripsinizacion, resuspendidas en buffer annexin V binding 1X (contenido en el
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kit), y se les adicion6 anexina V y yoduro de propidio. Tras 5 minutos de
incubacion a temperatura ambiente (protegidas de la luz), la fluorescencia de
cada muestra se determin6 mediante citometria de flujo (FACSAria®Ill, BD
Biosciences). Las longitudes de onda utilizadas fueron 488ex/530em nm para
AV-FITC y 488ex/575em Nnm para PIl. Los resultados se expresan como % de
células apoptéticas respecto al total (suma de células AV+/PI- y AV+/PI+), %
de células necréticas (células AV-/Pl+) y % de células vivas (células AV-/PI-).
El software Cyflogic (versiébn32, no-comercial, CyFlo Ltd.) se utiliz6 para el

procesamiento y andlisis de los datos.

Un experimento similar se realiz6 incubando células MCF7 y MCF-TAMR
(5:10% células/pocillo) con PCA-TPP* 0 GA-TPP* (2,5-10 uM), o C10-TPP* (10
pM) durante 48 horas a 37°C y 5% de CO2. Una vez transcurrido dicho periodo,
las células fueron recolectadas, tratadas y analizadas segun se describi6

anteriormente.

En ambos casos el control correspondio a células incubadas con DMSO, a una
concentracion equivalente a la utilizada para la adicién de los compuestos en

estudio.

4.12.- Ensayo de migracion celular.

El efecto de los compuestos en estudio sobre la capacidad migratoria de las

células MDA-MB-231 se determin0 mediante el ensayo de cierre de herida [93].
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Brevemente, se sembraron 1-10° células/pocillo en placas de 24 pocillos, y se
incubaron en medio DMEM suplementado con 10% SFB a 37°C y 5% de COz,
hasta alcanzar confluencia. Posteriormente, se realiz6 una herida en cada
pocillo mediante una punta de micropipeta de 200 L, se lavé tres veces con
PBS estéril y los compuestos analizados fueron agregados en concentraciones
crecientes (1, 2,5y 5 pM) en medio DMEM sin SFB. Como control positivo de
migracion se utilizé bromodesoxiuridina (BrdU; 30 y 50 yuM) en DMEM
suplementado con 10% de SFB y como control de vehiculo se utilizo6 DMSO (a
la misma concentracion utilizada para afiadir los compuestos) en DMEM sin
SFB. Cada pocillo fue fotografiado tres veces a los tiempos 0, 24, 48y 72 horas
utilizando un microscopio Olympus CKX41, y el andlisis de las imagenes se
realiz6 mediante el software Image J (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.). Para la
cuantificacion de la migracién celular, cada pocillo fue comparado con su
propia herida registrada a tiempo 0 y los resultados se expresan como % area

de herida vs. Tiempo.

4.13.- Andlisis estadistico.

Todos los resultados se expresan como promedio £+ SEM y son producto de a
lo menos tres experimentos independientes. Los valores de ICso fueron
obtenidos desde datos ajustados a una curva semi-logaritmica de dosis-
respuesta, utilizando el software GraphPadPrism 5.0 y las comparaciones

entre las distintas curvas fueron realizadas mediante ANOVA de dos vias con
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post-test de Bonferroni. La comparacioén entre los diferentes grupos en los
graficos de barras se realiz6 mediante ANOVA de una o dos vias con post-test
de Bonferroni utilizando el mismo software anteriormente mencionado. Se

considerd un valor de p< 0,05 como estadisticamente significativo.

34



5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Efecto de los acidos unidos a TPP* sobre la viabilidad celular de

lineas celulares de cancer mamario humano.

El primer objetivo de la presente tesis consistio en estudiar la capacidad citotoxica
de los acidos protocatecuico y gentisico, unidos a trifenilfosfonio (TPP*) en lineas
celulares de cancer de mama humano, representativas de los cuatro subtipos
distintos de cancer (con diferente patron de expresion de los receptores ER y
HER2/neu). Dichas lineas celulares se diferencian ademas en el estado de la

proteina p53 y en su tipo de metabolismo.
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Figura 2. Efecto de PCA-TPP* sobre la viabilidad de células de cdncer mamario humano.
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La evaluacion inicial de la potencia citotdxica se realiz6 mediante la técnica de

reduccion de sales de tetrazolio (MTT) obtenida tras la incubacion de cada linea

celular durante 24, 48 y 72 horas con concentraciones crecientes de cada uno de

los acidos (0,1-200 pM). Los resultados se muestran en las figuras 2 y 3, como

curvas sigmoidales % viabilidad vs logaritmo de la concentracion de &cido-TPP™.
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Figura 3. Efecto de GA-TPP* sobre la viabilidad de células de cancer mamario humano.

Como se puede observar, ambos compuestos muestran una accién citotoxica
concentracion-dependiente en las 4 lineas celulares ensayadas. Sin embargo, si
bien las células MDA-MB-361, AU565 y MCF7 muestran una diferencia en su
sensibilidad tras 24 y 48 horas, la linea celular MDA-MB-231 exhibe curvas muy
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similares a los tres tiempos ensayados. EI mismo experimento se realizd
incubando las células con cada uno de los compuestos mostrados en la figura 1

durante 24, 48y 72 horas (resultados mostrados en Tabla | como valores de ICso).

Tabla I. Valores de ICso de los compuestos en estudio en células MDA-MB-361, AU565, MCF7 y
MDA-MB-231.

A)

Compuesto

MDA-MB-361 (uM)
24 horas

PCA-TPP*

48 horas

72 horas
16,44 £ 0,46

GA-TPP*
PCA-C1o
GA-Cqo
C1o-TPP*
P{Ph)s

B)

4,75+ 050"
16,39 £ 0,49

> 400

> 400
16,60 £ 0,64
232,03 £ 13,40

296+049""
5254 045"

> 400

> 400
8,60+0,53°
22512 £ 8,64

386049
> 400
> 400
3102050 "

Compuesto

203,90+ 7,16

AUS565 (uM)

PCA-TPP*

24 horas 48 horas

72 horas
11,41 £ 0,46

GA-TPP*
PCA-C1o

GA-Cqo

C1o-TPP*

P(Ph)s

C)

270+047° 1,68 £ 0,45 °"
13,11 + 0,46 4,90+0,49°
> 400

> 400

3,07+049 "
> 400 > 400

> 400

> 400
17,59 £ 0,75 6,74 +0,60°

185,41 £ 10,54 181,47 £ 6,04

3,35+058 "
175,84 £ 5,37

Compuesto

MCF7 (um)
24 horas

PCA-TPP*
GA-TPP*

48 horas

72 horas
11,54 £ 0,55

PCA-C1o

GA-C1o
C1o-TPP*

P(Ph)a

D)

3,72 4 0,44° 2,03+048%"
9,42 + 0,45 312+051° 1,58 +0,49™"
> 400 > 400

> 400

> 400
> 400
16,01 £ 0,55

75,89 +1,33

> 400
7,444 057°

2,07+0,64%"
72,08 +£2,12

73,05 +0,94

Compuesto

MDA-MB-231 (uM)

24 horas

PCA-TPP*

48 horas

GA-TPP*
PCA-C1o
GA-C1o
C10-TPP*
P(Ph)s

14,62 £ 0,47
16,03 £ 0,45

> 400
18,16 £ 0,67
202,03 £ 11,00

72 horas
10,63 £ 0,53 8,03 + 0,49
11,68 + 0,45
> 400
> 400
5,62+ 0,59"

205,77 £ 5,57

8,55 + 0,45
> 400 > 400
> 400

2,191 0,50 *°

210,30 £ 6,29

Los valores de ICso para cada uno de los compuestos fueron calculados mediante interpolacion a partir de las

respectivas curvas dosis-respuesta para la reduccion de MTT (promedio + SEM). a: p< 0,05 respecto al

mismo compuesto a 24 horas. b: p< 0,05 respecto al mismo compuesto a 48 horas.
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De manera similar, se estudio el efecto citotoxico de los acidos protocatecuico y gentisico

unidos a TPP* mediante el ensayo de tincion con cristal violeta.

Figura 4. Efecto de PCA-TPP*, GA-TPP*, C10-TPP*y PCA- C1o sobre la viabilidad de células BT-

474 y MCFT.
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Los resultados de dichos experimentos, graficados en la figura 4, muestran que, si bien
los &cidos poseen un efecto citotdxico dependiente de la concentracion en ambas lineas
celulares utilizadas tras 48 horas de incubacion, las células BT-474 parecen ser mas
resistentes a la accién citotoxica de ambos compuestos que la linea celular MCF7
(Figuras 4A 'y 4B). Dicha diferencia se mantiene cuando la incubacién se realiza por 72
horas (Figuras 4C y 4D). De manera interesante, el efecto de las moléculas controles
PCA-Ci0 y TPP*-Ci0 no muestra diferencias entre las lineas celulares MCF7 y BT-474
tras 72 horas de incubacion (Figuras 4E y 4F). Los valores de ICso obtenidos en los

experimentos arriba mencionados se muestran en la Tabla Il.

Tabla Il. Valores de ICso de los compuestos en estudio en células MCF7 y BT-474.

A) B)
PCA-TPP* (uM) GA-TPP* (uM)
Linea celular 48 horas 72 horas Linea celular 48 horas 72 horas
MCF7 3,32+0,34 2,11+£0,29 MCF7 3,92+0,27 1,69 + 0,31
BT-474 14,15+ 0,36 ° 9.41+0,38° BT-474 14,29+ 0,26° 8,53+0,24 "
C) 72 horas (uMm)
Linea celular C10-TPP* PCA-C1o
MCF7 3,14+ 0,48 137,90 £ 5,29
BT-474 3,88+0,27 113,40 £ 4,95

Los valores de ICso para cada uno de los compuestos fueron calculados mediante interpolacion a
partir de las respectivas curvas dosis-respuesta para la tincidon con cristal violeta (promedio +

SEM). a: p< 0,05 respecto a MCF7 al mismo tiempo de incubacién.
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Adicionalmente, se estudi6 el efecto de los acidos unidos a TPP* sobre la viabilidad de

células modificadas en el laboratorio (MCF7-rho0, MCF7-TAMR y MCF7-Sph).
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Figura 5. Efecto de PCA-TPP*, GA-TPP* y Cio-TPP* sobre la viabilidad de células MCF7

modificadas en el laboratorio.

De manera interesante, podemos observar que las células MCF7-rho0 (carentes
de DNA mitocondrial), MCF7-TAMR (resistentes a tamoxifeno) y MCF7-Sph
(crecidas como esferas), muestran una menor sensibilidad que la linea parental
MCF7 a la accion citotoxica de los acidos unidos a TPP* tras 72 horas de
incubacion (Figuras 5A, 5B, 5D y 5E). Por otra parte, el compuesto C10-TPP* se

mostro igualmente potente frente a todas las lineas celulares ensayadas (Figuras
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5C y 5F). Los valores de ICso obtenidos a partir de la figura 5 se muestran en la

Tabla lll.

Tabla lll. Valores de ICso de los compuestos en estudio en células MCF7, MCF7-rho0, MCF7-

TAMR y MCF7-Sph.

72 horas (uM)

Linea celular PCA-TPP* GA-TPP* C1o-TPP*
MCF7 3,16 + 0,22 3,10 + 0,20 3,47 0,14
MCF7-rho0 1572+0,30  1472+037 224047
MCF7-TAMR  10,67+033  1147£030 318020
MCF7-Sph 16,99£029  1647+030 4274018

Los valores de ICso para cada uno de los compuestos fueron calculados mediante interpolacién a
partir de las respectivas curvas dosis-respuesta para la tincidon con cristal violeta (MCF7-rho0 y
MCF7-TAMR) o contenido de ATP (MCF7 y MCF7-Sph) (promedio + SEM). a: p< 0,05 respecto al

mismo compuesto en MCF7.

Con el fin de comparar los diferentes resultados de los ensayos de citotoxicidad,
se utilizaron los valores de I1Cso obtenidos para cada compuesto en cada una de
las lineas celulares estudiadas (Tablas I, 1l y Ill). Como se puede observar, los
acidos protocatecuico y gentisico unidos a TPP* poseen una potencia citotoxica
similar entre ellos, sin importar la linea celular de CM. Cabe indicar que tres de
los compuestos utilizados como control (cada uno de los acidos unidos a una
cadena alifatica de 10 atomos de carbono, pero sin TPP*, y la trifenilfosfina sola)
poseen una potencia mucho menor que los acidos unidos a TPP*, lo que indicaria

gue se requiere del cation lipofilico para incrementar la accion citotoxica de los
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compuestos. Asi también, es interesante notar que la molécula que consiste de
la funcion TPP* unida a una cadena de 10 carbonos, pero que carece de acido
benzoico, muestra un efecto citotoxico similar al de los compuestos que si
incorporan un polihidroxibenzoato en su estructura, en la mayoria de las lineas
celulares. Sin embargo, la incubacion de células MCF7 y MDA-MB-231 durante
24 horas con concentraciones similares de los tres tipos de moléculas en estudio
(GA-TPP*, GA-C10y C10-TPP*) mostrd que éste ultimo compuesto, a diferencia
de las otras dos moléculas, induce una liberacién importante de la enzima LDH

(aproximadamente 80% liberacion a 20 uM; Figura 6).
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Figura 6. Efecto de GA- C10, GA-TPP* y C10-TPP* sobre la liberacion de LDH en células MCF7 y

MDA-MB-231. *: p< 0,05 respecto al control.

Analizando los valores de ICso obtenidos en los ensayos de citotoxicidad para los
acidos unidos a TPP* en todas las lineas celulares parentales utilizadas, es
interesante mencionar que si bien la capacidad citotéxica de los compuestos

parece ser similar en todas las lineas estudiadas, las lineas celulares BT-474
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(ER*/HER2/neu*, p53 E285K) y MDA-MB-231 (ER/HER2/neu:, p53 R280K)
muestran una resistencia ligeramente mayor, dado que sus valores de ICsp a las
48 y 72 horas son significativamente mas altos que los observados en las otras
lineas celulares (Tablas | y Il). De acuerdo a lo anterior, es posible suponer que
la presencia de los receptores ER y HER2/neu no tendria mayor relevancia en la
sensibilidad frente a los &cidos unidos a TPP*, puesto que la linea celular MDA-
MB-361 no muestra la misma resistencia, pese a poseer patrones de expresion
de ambos receptores idénticos a la linea BT-474 [6, 13, 79, 94]. Sin embargo,
dado el reporte de Pons et al. (2015) [66], que relaciona una mayor expresion de
la isoforma 3 del ER con una menor sensibilidad frente a moléculas con accion
toxica mitocondrial, futuras investigaciones dirigidas a establecer si la razon
ERA/ERB es capaz de impactar la respuesta de células de cancer mamario
humano frente a la accion de los acidos benzoicos unidos a TPP* cobran una

gran relevancia.

Otro de los factores que diferencia a las lineas celulares de cancer de mama
utilizadas entre si es el estado de la proteina p53, la cual se encuentra expresada
en su forma nativa (wild type) en algunas lineas y presenta diferentes mutaciones
en otras. De acuerdo a la literatura, las mutaciones de p53 en su mayoria inducen
un incremento en la funcion citoprotectora de dicha proteina, lo que podria
implicar que células que expresen p53 mutada serian mas resistentes frente a
agentes citotoxicos [95]. Sin embargo, dado que la linea celular AU565 (p53

R175H) [96] no mostrd una resistencia mayor que aquellas lineas que expresan
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p53 nativa (MDA-MB-361 y MCF7) [97], podemos suponer que el estado de p53
no estaria relacionado con la sensibilidad a los acidos unidos a TPP*. A pesar de
lo anterior, y basados en el hecho de que p53 presenta numerosos tipos de
mutaciones que podrian alterar de manera diferencial su funcionalidad [98],
futuras investigaciones que estudien la relacion entre las distintas mutaciones en
dicha proteina y la funcién mitocondrial podrian aportar evidencia significativa en
torno al efecto de compuestos con toxicidad mitocondrial en células cancerosas

con p53 mutado.

Dentro de las lineas celulares ensayadas, la linea MDA-MB-231 destaca por ser
la Unica del subtipo triple-negativo (TNBC), el cual se caracteriza por presentar
propiedades de cancer mamario avanzado [99]. Lo anterior implica que su tenor
oxidativo basal estda muy aumentado, y poseen una alta capacidad metastasica
e invasiva. Ademas, se ha reportado que las células de TNBC poseen una alta
actividad glicolitica, a diferencia de lineas celulares de canceres con presencia
de los receptores ER 0 HER2/neu, cuyo metabolismo se considera mixto [68,
100]. En la misma linea, se ha reportado que las células MDA-MB-231 son
también capaces de obtener energia a partir de la glutaminolisis, o que les
permitiria resistir a inhibiciones tanto de la glicolisis como de la fosforilacion
oxidativa [101]. Por lo tanto, la diferencia en la sensibilidad frente a los acidos-
TPP* observada por parte de las células MDA-MB-231 podria estar dada por una
mayor capacidad de respuesta metabdlica frente a las disrupciones en el

metabolismo energético ocasionadas por los acidos unidos a TPP™.
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Adicionalmente, se ha reportado que las lineas celulares modificadas MCF7-
TAMR y MCF7-Sph presentan caracteristicas similares a las llamadas células
troncales de cancer (CSCs) o células iniciadoras de tumores (TICs), las cuales
expresan un grupo de genes fetales y han demostrado ser més resistentes a
compuestos citotdxicos, ademas de poseer un metabolismo altamente glicolitico
[102-104]. En linea con lo anterior, ambas lineas celulares modificadas mostraron
ser mas resistentes frente a la accion citotoxica de PCA-TPP* y GA-TPP* que su
contraparte parental, evidenciando que cambios fenotipicos conducentes a una
elevada tasa glicolitica y a un aumento en la plasticidad metabdlica podrian
conferir cierto grado de resistencia frente a la accion de drogas con tropismo
mitocondrial. Sin embargo, como se menciond anteriormente, no es posible
descartar que la mayor resistencia frente al efecto citotoxico de los compuestos
esté también relacionada con la induccion de la expresion de la isoforma (3 del
receptor de estrégeno (lo que no ha sido determinado en las mencionadas lineas

celulares).

Es preciso mencionar ademas que el hecho de que la deplecién del DNA
mitocondrial en células MCF7-rho0 confiera un alto grado de resistencia frente al
efecto citotoxico de los compuestos en estudio, reafirma el concepto de que dicho
efecto depende de un correcto funcionamiento de la maquinaria de la cadena de
transporte de electrones (CTE) y del mantenimiento de un potencial de

transmembrana mitocondrial alto [25, 26].
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Por otra parte, si bien las células BT-474 (que también mostraron una mayor
resistencia frente al efecto citotéxico de los acidos unidos a TPP*) poseen un
metabolismo similar a las lineas celulares menos resistentes, su expresion de
transportadores dependientes de ATP (transportadores ABC) mostroé ser mucho

mayor que aquella encontrada en células MCF7 (Figuras 7A 'y 7B).
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Figura 7. Expresion de transportadores dependientes de ATP en células de cancer mamario
humano y efecto de PCA-TPP*, GA-TPP* y C1o-TPP* sobre dicha expresién. A) y B) *: p< 0,05

respecto a MCF7. C) y D) *: p< 0,05 respecto al control.

La figura muestra que la expresion de los transportadores ABCG2 (también
conocido como “Breast Cancer Resistance Protein 1”; BCRP1) y ABCB7 en
células BT-474 es 17 y 8 veces mayor, respectivamente, que aquella observada

en células MCF7. Es importante mencionar que la proteina ABCG2 es una bomba
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de eflujo, altamente expresada en diversos tipos de cancer mamario humano y
es considerada como un importante protector frente al efecto de drogas
citotoxicas [105]. La proteina ABCB7 por su parte, es un transportador
mitocondrial dependiente de ATP, y su funcién se caracteriza por expulsar drogas
exogenas desde los espacios mitocondriales hacia el citosol [106]. Asi, es posible
gue la sobreexpresion de ambas proteinas sea el factor subyacente a la menor
sensibilidad mostrada por las células BT-474 frente al efecto toxico de los
compuestos en estudio. De manera similar, la mayor expresion de
transportadores ABC mostrada por las células MCF7-TAMR también podria
contribuir a su mayor resistencia frente al efecto citotoxico de PCA-TPP*y GA-
TPP*. Por otra parte, dado que los niveles de expresibn de ambos
transportadores fueron practicamente similares entre las células MCF7 y MCF7-
rho0, podemos sugerir que la mayor resistencia de las células carentes de DNA
mitocondrial no estaria dada por una aumentada capacidad para eliminar los
compuestos unidos a TPP*. Es interesante notar, ademas, que ambos
compuestos, sin alterar la expresion del gen ABCG2 (Figura 7C), incrementaron
significativamente la expresion del gen ABCB7 (Figura 7D), resultado que se
condice con la hipotesis de que su efecto citotdéxico implicaria una acumulacion
mitocondrial. El compuesto Cio-TPP* por otra parte, no fue capaz de inducir
cambios en los niveles de expresion de ninguno de los transportadores, lo que
podria indicar que dicha molécula no es sustrato de ninguno de ellos, o que su

efecto citotoxico impide un aumento en la sintesis de RNA (Figuras 7C y 7D).
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Figura 8. Efecto de GA-TPP* y PCA-TPP* sobre la capacidad formadora de colonias de células

MCF7, MDA-MB-231 y MCF 10F.
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En forma paralela, la capacidad citotoxica de los acidos protocatecuico y
gentisico unidos a TPP* se estudido mediante el ensayo de formacion de colonias,
el cual evalla la capacidad clonogénica de las células de CM. Los resultados de
dichos experimentos muestran que tanto las células MCF7 como las células
MDA-MB-231, disminuyen su capacidad formadora de colonias tras ser
incubadas durante 24 horas con cada uno de los compuestos en estudio (Figuras
8A y 8B). Sin embargo, es preciso notar que a pesar de que ambas lineas
celulares fueron afectadas, la linea MDA-MB-231 nuevamente parece ser
ligeramente mas resistente que su contraparte MCF7, como se puede inferir de
la mayor cantidad de colonias observadas a las concentraciones més bajas de

cada acido.

Una vez establecida la capacidad citotéxica de los compuestos en células de CM,
se procedié a estudiar si dicho efecto es selectivo frente a células cancerigenas,
utilizando para ello la linea celular de epitelio mamario humano MCF 10F como
un modelo de célula normal. Los resultados obtenidos mediante la técnica de
reduccion de MTT, muestran que a concentraciones cercanas al ICso para cada
uno de los compuestos en células MCF7 (entre 0,5y 5 uM) las células normales
muestran una sobrevida mucho mayor que las cancerigenas tras 48 horas de
incubacion (Figura 9A 'y 9B). En el experimento mostrado se utilizé la linea MCF7
como comparacion frente a la linea normal, dado que sus caracteristicas
metabdlicas y su patron de expresion de receptores de estrogeno y factor de

crecimiento son similares [107].
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Figura 9. Efecto de GA-TPP* y PCA-TPP* sobre viabilidad de células MCF7 y MCF 10F.

*: p< 0,05 respecto a MCF7.

Un resultado similar puede observarse mediante los ensayos de capacidad

formadora de colonias, en los que las células MCF 10F mostraron una
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sensibilidad mucho menor frente al efecto de los acidos unidos a TPP*, siendo

capaces de formar colonias aun a concentraciones de 5 uM (Figura 8C).

Por lo tanto, es posible concluir que en el rango de concentraciones entre 0,5y 5
MM ambos acidos son relativamente selectivos frente a células cancerigenas.
Dichas concentraciones se utilizaran en adelante en todos los experimentos que
busquen comparar el efecto de los compuestos en células normales versus

células de CM a mediano o largo plazo.

Los ensayos realizados con el fin de comparar el efecto citotoxico de las
moléculas en células tumorales MCF7 y su contraparte normal MCF 10F,
muestran también que si bien los acidos protocatecuico y gentisico unidos a TPP*
poseen una selectividad en el rango de concentraciones de 0,5-5 uM, la molécula
C10-TPP* no seria capaz de discriminar entre células normales de epitelio
mamario y aquellas transformadas o tumorales (Figura 9C). Asi, si bien la
potencia citotoxica de la molécula sin acido benzoico puede compararse a los
acidos unidos a TPP*, su mecanismo de accion implicaria una muerte no
selectiva y generalizada, posiblemente de tipo necrotica y resultante en la
liberacion del contenido intracelular, evidenciando que su potencial farmacoldgico

futuro seria méas bien limitado.

Los resultados obtenidos mediante los ensayos de citotoxicidad, en su conjunto,
muestran que los acidos protocatecuico y gentisico unidos a TPP* poseen

caracteristicas interesantes en cuanto a su efectividad y selectividad como
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agentes citotoxicos en células de cancer mamario humano. Tales resultados
estan en linea con lo reportado por otros autores en torno al potencial de agentes
con actividad mitocondrial unidos a cationes trifenilfosfonio como agentes con
proyeccion farmacologica en el tratamiento del cancer de mama [108-111].
Ademéas es preciso mencionar que si bien el presente trabajo se realizd
exclusivamente en lineas celulares de cancer mamario, la definicion de la
mitocondria como blanco terapéutico se extiende a practicamente todos los tipos
de cancer humano, por lo que la potencialidad farmacoldgica de las moléculas
estudiadas no estaria limitado solo al cancer de mama, sino que podria aplicarse
en otros canceres de relevancia, como el cancer de pulmén, colon, estomago,

entre otros [59, 112, 113].

5.2.- Efecto de los acidos unidos a TPP* sobre el consumo de oxigeno

mitocondrial.

Con el fin de estudiar el posible mecanismo mediante el cual los acidos
protocatecuico y gentisico unidos a TPP*inducen la toxicidad celular, se comparo
el efecto de ambos compuestos sobre una serie de parametros metabdlicos,
tanto mitocondriales como celulares, utilizando las células MCF7 o BT-474 como
modelo de células cancerigenas primarias, y las células MDA-MB-231 como un
modelo de células cancerigenas de estadio avanzado. Como se mencioné
anteriormente, el hecho de que soélo las células MDA-MB-231 y BT-474

aparecieran como mas resistentes frente a la accion citotoxica de los acidos, hace
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presumir que no seria la presencia o ausencia de receptores de estrogeno o
factores de crecimiento, o el estado de la proteina p53 lo que explicaria dicha
resistencia. Parece ser, mas bien, que ésta diferencia podria deberse a
caracteristicas como una mayor expresion de proteinas transportadoras o al
metabolismo diferencial que presentan las células de canceres en etapas mas
avanzadas de su desarrollo, tales como la mayor resistencia a estrés oxidativo o

un metabolismo primordialmente glicolitico.

Asi, el primer ensayo consistié en estudiar el efecto de los acidos unidos a TPP*
sobre la respiracion a través de la cadena transportadora de electrones. Dicha
cadena es la responsable de convertir el poder reductor originado en la glicélisis
y el ciclo de Krebs, en un gradiente de protones entre la matriz mitocondrial y el
espacio intermembranas, el cual luego es utilizado por la ATP-sintasa
mitocondrial para sintetizar ATP a partir de ADP y fosfato inorganico [114]. En el
proceso de generacion del gradiente, intervienen principalmente tres complejos
multiprotéicos llamados complejo |, Il y IV. Como un conjunto, los tres complejos
mencionados transfieren electrones desde el NADH hasta el oxigeno molecular,
reduciendo este Ultimo a agua en la llamada respiracion mitocondrial. Cualquier
perturbacién en dicho proceso lleva a una alteracion en el gradiente de protones,
también llamado potencial de transmembrana mitocondrial (Wm), lo cual, de no
ser remediado, puede desencadenar una disminucion en los niveles de ATP
mitocondriales y celulares [114]. Para evaluar si los acidos protocatecuico y

gentisico unidos a TPP* son capaces de alterar la respiracion mitocondrial, se
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midié el consumo

de oxigeno por parte de células intactas en ausencia o

presencia de cada uno de los compuestos, mediante el uso de un electrodo de
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Figura 10. Efecto de GA-TPP* y PCA-TPP* sobre la respiracion de células MCF7 y MDA-MB-

231. *: p< 0,05 respecto a CCCP.
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Los resultados, graficados en la figura 10, muestran que ambos compuestos son
capaces de incrementar de manera importante, y concentracion-dependiente, la
respiracion mitocondrial inhibida por oligomicina (segun esquema en Figura 10A).
Dicho incremento en el consumo de oxigeno corresponde a un efecto
caracteristico de compuestos con capacidad desacoplante mitocondrial. Como
se puede observar en esta figura, si bien ambos compuestos tuvieron un efecto
cualitativamente similar en ambas lineas celulares estudiadas, es importante
mencionar que el incremento en la respiracion celular fue mucho mas evidente
en las células altamente glicoliticas MDA-MB-231 (Figura 10B) que en las células
mixtas (glicoliticas y oxidativas) MCF7 (Figura 10A). Lo anterior, ademas de
permitir afirmar que las células MDA-MB-231 poseen mitocondrias intactas y
100% funcionales (a diferencia de lo que podria esperarse de su metabolismo
primordialmente glicolitico) permite postular al desacoplamiento de la
fosforilacién oxidativa como un posible mecanismo subyacente a la capacidad
citotoxica de los acidos. Es preciso mencionar que los resultados obtenidos no
parecen condecirse con la diferencia en la potencia citotdxica mostrada por los
acidos frente a ambos tipos celulares. En efecto, un mayor efecto desacoplante
de los compuestos en las células MDA-MB-231 parece contradecir la menor
sensibilidad de dichas células a la muerte inducida por los compuestos. Sin
embargo cabe destacar que al no depender en una gran proporcion del ATP

mitocondrial, las células MDA-MB-231 podrian tener activados mecanismos
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alternativos de sintesis de ATP (como la glutaminolisis o la glicolisis) y ser

capaces de sobrevivir manteniendo un Wm menor que las células MCF7 [101].

5.3.- Efecto de los acidos unidos a TPP* sobre la produccién de ROS y

los niveles de GSH/GSSG.

Existen dos mecanismos principales a través de los cuales un compuesto puede
aumentar el consumo de oxigeno mitocondrial. El primero consiste en la
induccion de un incremento en la produccidén de especies reactivas del oxigeno
(ROS), lo cual disminuye los niveles de oxigeno molecular dentro de la
mitocondria sin alterar de manera importante el Wm ni la produccién de ATP
mitocondrial [115]. El segundo, por el contrario, induce un incremento del
consumo como consecuencia de la disipacion del gradiente de protones mediado
por el reingreso de protones hacia la matriz mitocondrial por mecanismos
distintos a la ATP sintasa. Este proceso se conoce como desacoplamiento de la
fosforilacién oxidativa, e induce una disminucion importante del Wm y una caida

en la produccion de ATP [116].

Con el fin de comprobar el mecanismo mediante el cual los acidos unidos a TPP*
inducen un incremento en la respiracion mitocondrial, se estudio su efecto sobre
la produccion de especies reactivas de oxigeno, Inicialmente, dado el tropismo
mitocondrial de dichos compuestos, se estudio su capacidad para incrementar la
produccion de superdxido a nivel mitocondrial, dado que dicho anion es la

principal ROS generada intra-mitocondrialmente, y parece ser la causante de las
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perturbaciones del organelo relacionadas con estrés oxidativo [115]. Como se
muestra en las figuras 11A y 11B, la incubacion de células MCF7 y MDA-MB-231
con los acidos protocatecuico y gentisico unidos a TPP* (1 y 10 puM) durante 2
horas, no resulté en ningin cambio en la produccion de superdoxido mitocondrial.
Si bien la concentracion de 100 uM de cada compuesto incremento los niveles
de superéxido en un 50% en células MCF7 y en un 100% en células MDA-MB-
231, la ausencia de efecto a concentraciones que si mostraron ser citotéxicas y
capaces de inducir un incremento en el consumo de oxigeno llevan a inferir que
el estrés oxidativo mitocondrial no estaria relacionado con el mecanismo de
citotoxicidad de los acidos, ni tampoco permitiria explicar su efecto sobre la
respiracion mitocondrial. De manera similar, la ausencia de efecto de ambos
acidos unidos a TPP* (20 uM) sobre los niveles de superdxido mitocondrial en
células MCF7 (Figura 11C), BT-474 (Figura 11D) y MCF 10F (Figura 11E) tras 60
minutos de incubacién reafirma la idea de que los compuestos en estudio no

inducen cambios en la produccion de dicho anion.

Por otra parte, experimentos realizados utilizando la sonda DCFDA muestran que
PCA-TPP*y GA-TPP* (20 uM) son capaces de aumentar de manera importante
el estrés oxidativo celular en células MCF7 (Figura 11F), incluso tras 5 minutos
de incubacion. Lo anterior parece indicar que, si bien el efecto de los acidos a
nivel mitocondrial no estaria relacionado con la produccién de ROS, su efecto
citotoxico si podria involucrar un estrés oxidativo celular. De manera interesante,

la incubacién de células BT-474 con los acidos unidos a TPP* indujo una
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disminucién en los niveles de estrés oxidativo celular (Figura 11G). Es preciso
mencionar, sin embargo, que dichos niveles son casi 7 veces superiores que los
observados en células MCF7. Por lo tanto, la disminucion observada en los
niveles de oxidacién de DCFDA podria deberse a un efecto antioxidante de los
compuestos (atrapamiento de ROS mediante sus grupos hidroxilo) al encontrarse
en un ambiente altamente oxidativo. Cabe mencionar, ademas, que si bien la
incubacion de células MCF 10F con PCA-TPP*y GA-TPP* indujo un aumento
significativo de los niveles de ROS celulares (Figura 11H), el nivel maximo
alcanzado tras 60 minutos de incubacién fue menor que el nivel basal observado
en células tumorales, por lo que dicho aumento podria ser facilmente revertido

por los mecanismos antioxidantes intracelulares.

Otro parametro que podria dar cuenta de un aumento en el estrés oxidativo
celular es la razon glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG). Una
disminucién de dicha razon podria evidenciar un desbalance entre la produccién
de especies reactivas de oxigeno que supera la capacidad de respuesta de los
mecanismos antioxidantes celulares llevando a una acumulacion de GSSG [32].
En efecto, la figura 111 muestra que PCA-TPP*, GA-TPP*y C10-TPP* (5 uM) son
capaces de disminuir de manera significativa la razén GSH/GSSG en células
MCF7, MDA-MB-231 y MCF 10F tras 24 horas de incubacién, mientras que el
compuesto GA-Cio no tuvo efecto alguno sobre dicha razén. Cabe destacar, sin
embargo, que el efecto de los &cidos unidos a TPP*, a diferencia de aquel

observado con Cio-TPP*, fue significativamente menor en las células normales
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MCF 10F, lo que se condice con los resultados obtenidos en la figura 11H y con

la menor sensibilidad de dichas células al efecto citotoxico de los compuestos en

estudio.
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Figura 11. Efecto de PCA-TPP* y GA-TPP* sobre parametros oxidativos mitocondriales y

celulares. *: p< 0,05 respecto a Control. #: p< 0,05 respecto a MCF7 y MDA-MB-231.
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Consistente con los resultados obtenidos con las sondas MitoSOX y DCF-DA,
experimentos dirigidos a determinar el efecto de los compuestos en estudio sobre
la expresion de genes antioxidantes muestran que la incubacion de células MCF7
(Figura 12A) y MCF 10F (Figura 12C) durante 24 horas con PCA-TPP* y GA-
TPP* (5 puM) resulta en un incremento significativo en la expresion del gen que
codifica para la enzima catalasa (CAT) sin alterar la expresion del gen que
codifica para la enzima superédxido dismutasa mitocondrial (mSOD). Por otra
parte, ninguno de los dos genes mencionados fue alterado en su expresion tras
la incubacion de células BT-474 con los &acidos unidos a TPP* (Figura 12B).
Sorprendentemente, el compuesto Cio-TPP* (5 pM) no indujo cambios en la
expresion de CAT y mSOD en ninguna linea celular, lo que nuevamente parece

indicar que su mecanismo de accion impide el aumento en la sintesis de mRNA.

60



_A) MCF7 BN mSOD

2.0
[ Cat
© *
2 1.5
5
o
5 1.0
7]
2
£ 0.5-
w
0.0-
< < <] <
& L& &L
[¥) Qc,v' 0?‘ o\“
20.B) BT-474 BN mSOD
[ Cat
1]
2 1.54
5
2
5 1.0-
w0
o
£ 0.5-
w
0.0
o ] ]
& < K R
0 Qov' 0?‘ o\“
20-C) MCF 10F BN mSOD
* [ cat
©
2 1.5
(1]
[
5 1.0-
w
g
2 0.5-
w
0.0-
o ] < Q
o(‘\\-‘ .\Q :gQ :\Q
< Qd?' g o

Figura 12. Efecto de PCA-TPP*, GA-TPP* y C1o-TPP* sobre los niveles de expresion de enzimas

antioxidantes en células MCF7, BT-474 y MCF 10F. *: p< 0,05 respecto a Control.
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5.4.- Efecto de los &cidos unidos a TPP* sobre el potencial de

transmembrana mitocondrial.

Dado que un incremento en la produccién de superoxido mitocondrial no parece
ser el efecto gatillante del incremento en el consumo de oxigeno inducido por los
compuestos, se estudio el efecto de PCA-TPP* y GA-TPP* sobre el potencial de
transmembrana mitocondrial mediante el uso de la sonda fluorescente safranina-
O, la cual es captada por mitocondrias altamente energizadas (con alto Wn),
disminuyendo su intensidad de fluorescencia al formar una empalizada al interior
de la mitocondria. Al ser desacopladas las mitocondrias, la safranina-O es
expulsada del interior del organelo, aumentando su intensidad de fluorescencia
debido a un cambio conformacional al salir de la empalizada intramitocondrial
[87, 88]. Los resultados muestran que ambos acidos son capaces de inducir una
despolarizacion mitocondrial, tanto en células MCF7 como en células MDA-MB-
231 (Figura 13). Es preciso notar, sin embargo, que el efecto observado en las
primeras células parece ser mucho mas abrupto, lo cual indicaria una mayor
propension de dichas células a la pérdida de potencial mitocondrial. Lo anterior
podria significar que las células MDA-MB-231 son mas resistentes frente al efecto
desacoplante de los acidos, lo que consistiria una primera evidencia que
permitiria explicar la menor sensibilidad de dichas células frente al efecto

citotoxico de los compuestos.
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Figura 13. Efecto de PCA-TPP*y GA-TPP* sobre el potencial de transmembrana mitocondrial en

células MCF7 y MDA-MB-231.

Utilizando la misma técnica, se estudio el efecto de los compuestos Cio-TPP* (5
pUM), GA-TPP* (2,5y 5 uM) y GA-C10 (5 uM) sobre el Wn en células MCF7 (Figura
14A) y MCF 10F (Figura 14B). Los resultados muestran que si bien el compuesto
C10-TPP* es capaz de inducir una despolarizaciéon similar de la membrana
mitocondrial en ambas lineas celulares, el efecto de GA-TPP* parece ser mucho
menor en las células normales MCF 10F. En efecto, si bien a una concentracion
de 2,5 uM de GA-TPP* no parece haber un efecto distinto entre ambas lineas
celulares (dado que la despolarizacion no llega ser total en el rango de tiempo
utilizado), podemos observar que una concentracion de 5 uM es capaz de inducir
una rapida y completa despolarizacion mitocondrial en células MCF7, mientras
que dicho efecto parece ser mucho mas lento en células MCF 10F (en las que el

efecto no llega a ser total tras 800 segundos de medicion). Lo anterior esta en
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concordancia con la observacion previa de que los acidos unidos a TPP*
muestran una selectividad hacia células tumorales, y permite implicar a la
despolarizacién mitocondrial como un evento importante en la citotoxicidad
inducida por los compuestos en estudio. Aun mas, la observacion de que el
compuesto GA-Cio no indujo una caida importante del Wm nos permite afirmar
que la presencia del cation lipofilico deslocalizado es importante tanto para el

efecto citotoxico como para la induccién de la despolarizacion mitocondrial.
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Figura 14. Efecto de PCA-TPP*y GA-TPP* sobre el potencial de transmembrana mitocondrial en

células MCF7, BT-474y MCF 10F. *: p< 0,05 respecto al control.

De manera similar, experimentos realizados utilizando la sonda TMRM muestran
gue si bien PCA-TPP*y GA-TPP*inducen una caida rapida y significativa del Wm
en células MCF7 (Figura 14C), dicho efecto perece ser mucho menor en células

normales MCF 10F (Figura 14E), reafirmando la nocion de que el efecto de los
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acidos unidos a TPP* seria selectivo hacia células tumorales. Ademas, el hecho
de que las células BT-474, cuya sensibilidad frente al efecto citotoxico de los
compuestos fue menor, muestren una menor sensibilidad frente a la
despolarizacién mitocondrial inducida por PCA-TPP* y GA-TPP*, apoya el

concepto de que ambos eventos estarian relacionados causalmente.

5.5.- Efecto de los acidos unidos a TPP* sobre el nivel de ATP celular y la

activacion de sensores metabélicos.

Como se mencion6 anteriormente, el desacoplamiento de la fosforilacién
oxidativa (capaz de gatillar una disminucion en el Wm) puede resultar en una
disminucion de los niveles de sintesis de ATP mitocondrial [114, 117].
Experimentos dirigidos a comprobar si el efecto desacoplante de los acidos
unidos a TPP* redunda en una alteracion a nivel del ATP celular, muestran que
ambos acidos (10 y 20 uM) son capaces de disminuir de manera significativa los
niveles de ATP intracelular en células MCF7, tras cuatro horas de incubacion
(Figura 15A,; barras blancas). La adicion de cualquiera de los dos acidos a células
MDA-MB-231 por el contrario, parece afectar sélo de manera marginal los niveles
del metabolito, siendo la disminucion significativa solamente a una a
concentracion de 20 uM (Figura 15B; barras blancas). Cabe destacar que la
adicion de cualquiera de los dos acidos a células de epitelio mamario normal MCF
10F no fue capaz de inducir una disminucion significativa de los niveles de ATP

incluso a una concentracion de 20 uM (Figura 15C; barras blancas). Si bien la
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diferencia anteriormente mencionada parece concordar con la menor sensibilidad
de las células MCF 10F frente a la accion de los compuestos, es dificil justificar
el hecho de que las células MDA-MB-231, aun siendo menos sensibles, si sufren
una muerte celular apreciable al ser tratadas con los acidos unidos a TPP* sin

evidenciar una caida importante de sus niveles de ATP.

Si bien las células tumorales altamente glicoliticas, tales como las MDA-MB-231
obtienen su energia principalmente a través de la glicolisis, el primer paso de
dicho proceso citosolico continda siendo dependiente de la generacion de ATP
mitocondrial. Lo anterior esta dado por el hecho de que la hexokinasa-2, la
isoforma de la hexoquinasa que permite la exacerbacion de la glicdlisis en
presencia de oxigeno (fenédmeno conocido como efecto “Warburg”) [20, 21], esta
anclada a la membrana mitocondrial, mediante su interaccién con la proteina
VDAC (canal aniénico dependiente de voltaje), la cual le proporciona acceso
preferencial al ATP generado en la fosforilacion oxidativa, ademas de evitar la
inhibicién por producto que normalmente sufre la forma libre de la hexoquinasa
[21-23]. Por lo tanto, si bien las células glicoliticas pueden ser menos sensibles
gue las células normales a moléculas que disminuyan la produccién de ATP
mitocondrial, ésta resistencia requiere otros mecanismos distintos a la
fosforilacién oxidativa para poder mantener la viabilidad de dichas células. La
activacion de dichos mecanismos compensatorios depende principalmente de la
accion de sensores metabolicos, los cuales ante un estimulo inicial de

disminucién de los niveles de ATP, son capaces de inducir vias metabdlicas de
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generacion de ATP (tales como la glicdlisis, la beta-oxidacion de 4cidos grasos y
el ingreso de glucosa) al tiempo que inhiben vias de alto consumo energético
(como la sintesis de macromoléculas) [118]. Uno de los principales sensores
metabdlicos intracelulares es la enzima quinasa dependiente de AMP (AMPK), la
cual es activada ante incrementos bruscos de AMP o calcio intracelular. Con el
fin de comprobar si la actividad de la AMPK esta relacionada con la falta de efecto
de los acidos unidos a TPP* sobre los niveles de ATP celular, se utilizé un
inhibidor especifico de dicha enzima (Dorsomorfina). Los resultados muestran
que la co-incubacioén de células MCF7 con PCA-TPP* o GA-TPP* y dorsomorfina
(1 pM) disminuye de manera significativa los niveles de ATP respecto a células
incubadas en ausencia de dorsomorfina (Figura 15A; barras negras). Un efecto
similar, aunqgue menor en magnitud se observé en células MDA-MB-231 (Figura
15B; barras negras), en las que la disminucién de los niveles de ATP sdlo fue
significativa a la concentracion més alta de acidos unidos a TPP*. Si bien los
resultados discutidos anteriormente parecen indicar que la actividad de la enzima
AMPK es importante en el mantenimiento de los niveles de ATP tras el
desacoplamiento mitocondrial inducido por PCA-TPP*y GA-TPP*, el hecho de
gue la activacion de AMPK dependa de incrementos tanto de AMP como de calcio
intracelular no permite afirmar que el efecto resultante del desacoplamiento sea
una menor sintesis de ATP mitocondrial, puesto que dicho desacoplamiento

también es capaz de disminuir la capacidad tamponante de calcio de la

67



mitocondria, induciendo una mayor concentracion de calcio extra-mitocondrial

[33, 34].
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Figura 15. Efecto de PCA-TPP*y GA-TPP*sobre los niveles de ATP en células MCF7, MDA-MB-
231 y MCF 10F, en ausencia y presencia de los inhibidores Dorsomorfina (1 pM) y Ap5A (5 uM).

#: p< 0,05 respecto al control. *: p<0,05 respecto al mismo compuesto en ausencia de inhibidores.
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Con el fin de determinar si efectivamente los compuestos tienen un efecto sobre
los niveles de ATP, se utilizé un inhibidor de otro sensor metabdlico, la enzima
intramitocondrial adenilato quinasa. Esta Ultima enzima es capaz de detectar
incrementos en los niveles de ADP, y mediante su mecanismo catalitico sintetizar
ATP y AMP a partir de dos moléculas de ADP [119]. Por lo tanto, la activacion de
la adenilato quinasa permite mantener los niveles de ATP celular a costa de
generar AMP, lo que a su vez es capaz de inducir la activacion de la AMPK rio-
abajo [118]. En efecto, resultados obtenidos adicionando el inhibidor de adenilato
quinasa, P!,P>-di(adenosina-5')pentafosfato, (Ap5A; 5 uM) a células MCF7
muestran que dicho compuesto es capaz de disminuir de manera significativa los
niveles de ATP al ser adicionado junto con cualquiera de los acidos unidos a
TPP* (Figura 15A; barras grises). Si bien dicha disminucién no fue tan evidente
como en el caso de la adicion de dorsomorfina, cabe destacar que debido al
tamafio y carga del Ap5A, se requiere la adicion de digitonina (0,625 pug/ml) como
un permeabilizante leve, lo que limita el tiempo maximo de incubacion con el
inhibidor (1 hora versus 4 horas con dorsomorfina). Un resultado similar se
observé en células MDA-MB-231, en las que Ap5A indujo una disminucién
significativa de los niveles de ATP al ser co-adicionada con PCA-TPP*y GA-TPP*
a una concentracion de 20 uM (Figura 15B; barras grises) aunque nuevamente
dicha disminucion fue significativamente menor que la observada en células
MCF7. Cabe destacar que ninguno de los inhibidores tuvo un efecto significativo

en los niveles de ATP de células MCF 10F, lo que permite inferir que la
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produccion de ATP de dichas células no se ve afectada de manera importante

por la accién desacoplante de los compuestos en estudio.

Si bien los estudios con los inhibidores de la AMPK y la adenilato quinasa
muestran dos posibles vias de mantenimiento de los niveles de ATP ante la
disminucién de su sintesis mitocondrial putativamente inducida por los acidos
unidos a TPP* en las células altamente glicoliticas MDA-MB-231, también es
posible que dichas células posean otros mecanismos para mantener su tasa
metabdlica aun en ausencia de ATP mitocondrial. En efecto, ha sido reportado
gue algunos tipos celulares de canceres de estadios avanzados sobreexpresan
una proteina llamada IF1 (inhibidor de la ATP sintasa), lo que las hace
independientes del metabolismo mitocondrial. Este inhibidor disminuye de
manera importante los niveles de ATP producidos a partir de la fosforilacion
oxidativa, generando un cambio metabdlico hacia otras fuentes como la glicdlisis
o la glutaminolisis [120-122]. A su vez, la inhibicion de la ATP sintasa previene
también el efecto re-polarizante de la actividad ATPasica del complejo V en
presencia de altos niveles de ATP. Con el fin de estudiar si las células MDA-MB-
231 muestran una alta actividad de IF1, se estudio la capacidad de células MCF7
y MDA-MB-231 para restaurar el potencial de membrana mitocondrial, perdido
tras la adicion de rotenona o los &cidos unidos a TPP* a dichas células. Como se
puede observar en la figura 16, tras una despolarizacién inducida por rotenona
(inhibidor del complejo | que disminuye la actividad de la CTE y por ende la

generacion de Wm) la adicion de ATP (5 mM) a células MCF7 fue capaz de
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generar una re-polarizacién mitocondrial (Figura 16A). Este efecto del ATP sobre
el gradiente de protones esta mediado por el funcionamiento reverso del
complejo V, el cual permite el ingreso de protones desde el espacio
intermembranas hacia la matriz mitocondrial a través de la region Fo de la ATP

sintasa, a expensas de la hidrélisis de ATP extra-mitocondrial.
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Figura 16. Efecto re-polarizante mitocondrial de ATP en células MCF7 y MDA-MB-231.

La ausencia de dicho efecto re-polarizante en células MDA-MB-231 (Figura 16B)
permite inferir que dichas células tienen inhibida la actividad ATPasica del
complejo V, posiblemente debido a una alta expresion de IF1. Por otra parte, la
ausencia de efecto re-polarizante del ATP tras la adicién de los &cidos unidos a
TPP* en ambas lineas celulares indica que dicha pérdida de Wm estaria
relacionada con un aumento de permeabilidad de la membrana mitocondrial y no

con una disminucioén de la actividad de la CTE.

Evidencia adicional de la activaciéon de AMPK tras la incubacion de células de

cancer mamario humano con los acidos unidos a TPP* se obtuvo al cuantificar
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los niveles de expresion de la enzima en células incubadas durante 24 horas con

cada uno de los compuestos en estudio (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de PCA-TPP*, GA-TPP*y C1o-TPP* sobre la expresion de AMPK y UCPs en
células MCF7, BT-474 y MCF 10F. A), B) y C) *: p< 0,05 respecto al control. D) y E) *: p< 0,05

respecto a MCF7.

Como se puede observar, PCA-TPP* y GA-TPP* indujeron un aumento
significativo en la expresion de AMPK en células MCF7 (Figura 17A; barras
blancas). De manera similar, la incubacién de células BT-474 y MCF 10F con los
acidos unidos a TPP* indujo un aumento en los niveles de expresion de AMPK,
aunque dicho aumento fue de menor magnitud que el observado en células MCF7
(Figuras 17B y 17C; barras blancas). Una vez mas, se comprobd que la
incubacion de los tres tipos celulares con el compuesto Cio-TPP* no indujo

cambios en la expresion el mRNA.
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Si bien el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa se considera, por lo
general, un evento nocivo para el metabolismo celular, existen proteinas
especificas cuya funcidén consiste precisamente en inducir un desacoplamiento
mitocondrial [123]. La actividad de estas proteinas (conocidas como proteinas
desacoplantes; UCPs) permite que las células regulen de manera precisa el Wm,
ademas de constituir un mecanismo de generacion de calor mediado por la
actividad ATPasica del complejo V, activada ante disminuciones de Wm en
condiciones de exceso de ATP [124, 125]. De manera interesante, se demostro
que los acidos unidos a TPP* (5 uM) fueron capaces de inducir una disminucion
significativa en los niveles de las proteinas desacoplantes (UCP3 y UCP4) en
células MCF7, BT-474 y MCF 10F tras 24 horas, lo que es consistente con su
mecanismo propuesto de desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Figuras
17A, 17B y 17C; barras grises y negras). Asi mismo, se demostré que las células
BT-474 poseen una expresion basal de UCPs mucho mayor que células MCF7
(Figuras 17Dy 17E), lo que podria ayudar también a explicar su mayor resistencia
frente al efecto citotoxico de los acidos unidos a TPP*, puesto que implicaria que
las células BT-474 utilizan mecanismos de desacoplamiento de manera
fisiologica y por tanto dependen en menor medida del mantenimiento de un Wm

alto para su funcionamiento [123].
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5.6.- Efecto de los acidos unidos a TPP* sobre la activacion de marcadores

de la biogénesis mitocondrial.

Ademas de la activacion de sensores metabolicos, otro mecanismo a largo plazo
para sobrellevar la accidn citotoxica de los acidos unidos a TPP* podria implicar
un aumento en la biogénesis mitocondrial, como un medio de aumentar la sintesis
de ATP a través de la fosforilacion oxidativa [59]. Uno de los principales
activadores de la sintesis de nuevas unidades mitocondriales es la proteina PGC-
1a (“Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a”), la cual
regula tanto la biogénesis como la funciéon mitocondrial a través de su actividad
co-reguladora de la transcripcion [126]. Resultados obtenidos tras la incubacion
de células MCF7 y BT-474 con PCA-TPP*y GA-TPP* (5 uM) durante 24 horas
muestran que ambos compuestos son capaces de incrementar la expresion de
PGC-1a (Figura 18), asi como la cantidad de DNA mitocondrial (evidenciado a
través de la amplificacion de la region D-LOOP) y los niveles de todos los
transcritos mitocondriales (las subunidades ribosomales 12S rRNA y 16S rRNA,
del complejo | ND1, ND2, ND4y ND6, la del complejo Ill CYTB, del complejo IV

MT-CO1, MT-CO2 y MT-CO3, y del complejo V ATP6 y ATPS).

Es interesante notar que si bien en células MCF 10F se observo un incremento
similar en la actividad de PGC-1a y de la cantidad de mitocondrias (D-LOOP y
subunidades ribosomales) tras su incubacion con los compuestos en estudio, los

niveles de las subunidades de los complejos de la CTE no se vieron alterados.
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Esto reafirma que, si bien los compuestos podrian tener un efecto a nivel
mitocondrial en células normales, dicho efecto seria mucho mas leve que el
observado en células tumorales, y no implicaria un desequilibrio metabdlico
importante. Cabe destacar, ademas, que las células MCF 10F mostraron un nivel
de expresion basal de los transcritos mitocondriales pertenecientes a la CTE
mucho mayor que el de las células MCF7 y BT-474, a pesar de presentar niveles
similares de expresibn de PGC-1a y de los marcadores de numero de
mitocondrias que éstas ultimas (Figura 19). Lo anterior concuerda con lo sugerido
en el efecto Warburg, y con una disminuida funcion mitocondrial en células
tumorales [20, 21]. Sin embargo, el aumento de la expresion de los transcritos
mitocondriales ante la incubacion de células de cancer mamario humano con
PCA-TPP* y GA-TPP* también implica que la funcionalidad mitocondrial esta
intacta y aun fuertemente regulada por los diversos mecanismos de control
metabdlico celular. Es importante notar ademas que si bien las células BT-474
parecen tener un mayor nimero de mitocondrias que las células MCF7, la
expresion de las subunidades de la CTE es similar en ambas lineas celulares, lo
gue implica una regulacion metabdlica similar y podria sugerir que las células BT-
474 presentan un grado de transformacion ligeramente menor que las células
MCF7 [68]. A modo de control, ademas, podemos observar que la expresion de
transcritos mitocondriales en células MCF7-rho0 es nula, corroborando que su
deplecion de DNA mitocondrial es completa y por lo tanto su fenotipo metabdlico

es muy distinto al de las células parentales no modificadas.
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5.7.- Mecanismo de induccion de muerte celular por parte de los acidos

unidos a TPP*.

Como se mencion0 anteriormente, tanto la pérdida de Wm como una caida
moderada en los niveles de ATP celular, de mantenerse en el largo plazo, pueden
desencadenar una muerte celular de tipo apoptoética gatillada por la salida de
factores pro-apoptéticos mitocondriales (como el citocromo ¢ y la proteina
Smac/DIABLO) hacia el citosol [127, 128]. Por el contrario, una pérdida
considerable y rapida de ATP, junto con un incremento descontrolado de la
produccion de ROS, puede llevar a las células a una muerte de tipo necrética
incluso en tiempos cortos [127, 129]. Con el fin de comprobar el mecanismo de
muerte inducido por los acidos unidos a TPP*, se utilizé la doble tincién con
anexina V/yoduro de propidio (AV/PI), la cual permite discriminar entre los dos
tipos de muerte celular antes mencionados. Los resultados de dicho experimento
se grafican en la figura 20, en la cual se observa que ambos acidos inducen un
aumento en el marcaje por anexina V (AV; marcador de muerte de tipo
apoptética) en las células MCF7 (Figuras 20A y 20B) y MDA-MB-231 (Figuras
20C y 20D) tras 48 horas de incubacion, si bien la primera linea celular se
muestra considerablemente mas sensible al efecto de los compuestos en estudio,
frente a concentraciones en 6rdenes de 1y 2 veces el ICso mostrado en la Tabla
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Figura 20. Efecto de PCA-TPP*y GA-TPP* sobre marcadores de muerte celular en células MCF7,

MDA-MB-231 y MCF 10F. A), C) y E) Dot-plots obtenidos para cada linea celular. B), D) y F)

cuantificacion de células vivas y apoptéticas. *: p< 0,05 respecto al control.
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Por otra parte, en las células MCF 10F practicamente no se observa muerte
celular, siendo ésta soélo significativamente mayor al control a la concentracion
mas alta utilizada (5 uM), lo que una vez mas indica que el efecto citotoxico de
PCA-TPP* y GA-TPP* seria selectivo hacia células tumorales (Figuras 20E vy
20F). Es preciso mencionar que la incorporacion de yoduro de propidio (PI;

marcador de muerte de tipo necrotica) en ningun caso supero el 5% del total.

Si bien el menor efecto de los acidos unidos a TPP* sobre la tincion celular con
AV en células MDA-MB-231 concuerda con la menor sensibilidad de dichas
células a la accion citotéxica de PCA-TPP* y GA-TPP* observada en los
experimentos de viabilidad celular (Figuras 2 y 3), llama la atencién el hecho de
gue a concentraciones 2 veces superiores al ICso obtenido en dichos
experimentos solo se evidencie alrededor de un 40% de muerte celular mediante
el doble marcaje con AV/PI (Figura 20B). No obstante, un analisis mas detallado
de los datos obtenidos mediante citometria de flujo muestra que las células MDA-
MB-231 tratadas con GA-TPP* muestran un tamafio mucho menor que las células
MCF7 en las mismas condiciones (Figura 21). Dadas las condiciones
experimentales, las células muy pequefias no son cuantificadas, dado que se
supone que pueden representar debris celular. Por lo tanto, es posible que la
diferencia en el porcentaje de muerte celular inducido por los compuestos en las
células MCF7 y MDA-MB-231 pueda ser explicada, al menos en parte, por el
hecho de que un mayor porcentaje de células MDA-MB-231 apoptéticas no es

analizado por la metodologia utilizada.
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Figura 21. Efecto de GA-TPP* sobre el tamafio y complejidad de células MCF7 y MDA-MB-231.
*: p< 0,05 respecto a MCF7.

Adicionalmente, se comparé el efecto apoptotico de PCA-TPP*, GA-TPP*y Cio-
TPP* en células MCF7 y MCF7-TAMR mediante el doble marcaje AV/PI. Los
resultados muestran que estas ultimas, de manera similar a lo observado en los
ensayos de viabilidad celular, son mas resistentes al efecto de los acidos unidos
a TPP* tras 48 horas de incubacion, mostrando solamente un 30% de muerte
celular a una concentracién de 10 uM de cada acido, frente a un 80% en las
células MCF7 parentales (Figura 22A). Es interesante notar, sin embargo, que la
gran mayoria de la muerte celular observada en células MCF7-TAMR
correspondi6 a muerte de tipo necroética, lo que podria indicar que, si bien poseen
mecanismos que les permiten resistir de mejor manera frente a efectos

citotoxicos mitocondriales, su mecanismo de muerte probablemente incluiria
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incrementos no controlados de ROS y disminuciones drasticas de ATP (Figura
22C). Cabe destacar ademas que si bien la muerte celular inducida por los
compuestos en células MCF7 a concentraciones de 2,5y 5 uM fue principalmente
apoptotica (Figura 22B), un incremento de concentracion a 10 uM de PCA-TPP*

0 GA-TPP*indujo una muerte de tipo primordialmente necrética (Figura 22C).
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Figura 22. Efecto de PCA-TPP*y GA-TPP* sobre marcadores de muerte celular en células MCF7

y MCF7-TAMR. *: p< 0,05 respecto al control. #: p<0,05 respecto a MCF7.
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Dado que un efecto similar se observa al incubar células MCF7 o MDA-MB-231
con el compuesto Ci0-TPP* (Figura 22C), podriamos inferir que a
concentraciones muy altas (aproximadamente 4 veces el ICso), los &cidos unidos
a TPP* presentan un mecanismo citotéxico que no depende en mayor medida

del grupo polihidroxibenzoéico sino méas bien de su motivo catiénico TPP*.

5.8.- Efecto de los acidos unidos a TPP* sobre la migracién celular.

La progresion de los tumores malignos requiere la habilidad de las células
cancerigenas para realizar metastasis, proceso que depende principalmente de
la capacidad migratoria e invasiva de dichas células [130]. Si bien la capacidad
invasiva también esta relacionada con los niveles de ATP, es la migracién el
proceso metastasico primordialmente ligado al uso de dicha molécula como
fuente de energia. Por lo tanto, y con el fin de profundizar mas en la capacidad
de los &cidos unidos a TPP* para alterar el funcionamiento celular, se estudio el
efecto de dichas moléculas para sobre la migracion de las células metastasicas
MDA-MB-231. Para ello se uso6 el ensayo de cierre de herida, el cual permite
observar la capacidad de movimiento de células adherentes (cuya proliferacion
ha sido inhibida) ante un estimulo externo. Los resultados, presentados en la
figura 23, muestran que la incubaciéon de células MDA-MB-231 con los &cidos
unidos a TPP* disminuyd de manera significativa y concentracién-dependiente la
capacidad migratoria de dichas células, llegando a niveles significativos a una
concentracion de 2,5 pM, muy inferior al ICso de cada compuesto para la linea

celular estudiada. Por lo tanto, es posible afirmar que PCA-TPP*y GA-TPP* no
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s6lo poseen una actividad citotoxica frente a células de cancer mamario humano,
sino que ademas son capaces de inhibir otros procesos asociados al potencial
carcinogénico de dichas células, lo que aumenta de manera importante su

potencial como posibles agentes farmacologicos.
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Figura 23. Efecto de GA-TPP*y PCA-TPP* sobre la capacidad migratoria de células MDA-MB-
231. *: p< 0,05 respecto al control.
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6.- CONCLUSION

Basados en todos los resultados descritos, podemos concluir que los acidos
protocatecuico y gentisico unidos a TPP* poseen un efecto citotdéxico selectivo
sobre células de cancer mamario humano, que estaria gatillado por la habilidad
de dichos compuestos para desacoplar la fosforilacién oxidativa induciendo una
pérdida del potencial de transmembrana mitocondrial y una disminucion aparente
en los niveles de ATP celular. Estos ultimos efectos parecen conducir a la muerte
de tipo apoptética de las células cancerigenas, efecto que se observa sélo en
menor medida en células de epitelio mamario normal. Ademas, se observo que
los acidos estudiados inhiben la capacidad migratoria de células metastasicas
MDA-MB-231. Adicionalmente, se determiné que dos de los mecanismos
compensatorios activados por células tumorales ante la accion téxica de los
acidos unidos a TPP* implican la accion por una parte de AMPK y adenilato
guinasa como sensores metabdlicos y por otra parte de PGC-1a como un co-
activador de la biosintesis mitocondrial. Finalmente, es valido afirmar que pese a
diferencias leves en la sensibilidad de distintas lineas celulares (dadas
potencialmente por diferencias en el metabolismo, contenido mitocondrial, o
expresion de moléculas de resistencia a drogas (transportadores ABC) de cada
tipo celular), los compuestos GA-TPP*y PCA-TPP* poseen un importante efecto
citotoxico en células de cancer mamario humano, y por lo tanto justifican una
mayor investigacion en torno a su potencial como futuros agentes farmacologicos

para el tratamiento del cancer de mama (y posiblemente otros tipos de cancer).
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8.- ANEXOS
Anexo 1. Protocolo de sintesis de los compuestos PCA-TPP*y GA-TPP*

La sintesis de los compuestos PCA-TPP* y GA-TPP* se realizé en dos etapas,
segun el esquema presentado a continuacion.

CH,CN

\)

: ' U e
uj
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La primera etapa consistio en la sintesis de bromuro de (10-hidroxidecil)
trifenilfosfonio (1). En breve, Una solucién de 10-bromodecan-1-ol (277 mg, 1.16
mmol) en acetonitrilo seco (100 mL) fue tratada con trifenilfosfina (310 mg, 1.18
mmol) a reflujo con agitacion durante 48 horas. A continuacion, el solvente fue
evaporado en una bomba de vacio y el producto crudo fue sujeto a cromatografia
en silica gel (EtOAc, MeOH) para obtener bromuro de (10-hidroxidecil)
trifenilfosfonio como un aceite coloreado (370 mg, 63%). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d6): 6 1.01-1.51 (m, 18H, CH2), 3.57 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH2), 7.73-7.91
(m, 15H, ArH). HRMS: m/z 485.4312 (calculado para C27H33BrOP: 485.4357).

La segunda etapa involucré una esterificacion de Steglich, usando N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) como reactivo, 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
como catalizdor y N,N- dimetilformamida (DMF) como solvente. Brevemente, una
solucién de PCA o GA (1.3 mmol) en DMF seco (50 mL) fue tratada con una
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solucion de DCC (272 mg, 1.3 mmol) en DMF seco (30 mL), bajo una atmaésfera
de N2. La mezcla se enfrid a 0 °C, y se le anadi6 una solucién de bromuro de (10-
hidroxidecil) trifenilfosfonio (551 mg, 1.1 mmol) en DMF seco (10 mL) y DMAP
(en cantidad catalitica) en DMF (5 mL). Al dia siguiente, se detuvo la reaccién y
cualquier precipitado resultante fue eliminado por filtracion. Finalmente, el
solvente se removié mediante una bomba de vacio, produciendo un residuo que
fue sujeto a cromatografia en silica gel (DCM, MeOH).

(10-((2,5-dihidroxibenzoil)oxi)decil)trifenilfosfonio (GA-TPP*C10): Aceite café
oscuro (70%). RMN-1H (400 MHz, DMSO-ds): 6 1,10-1,50 (m, 18H, CH2), 3,34 (t,
J =6,5Hz, 2H, CH2), 6,50 (d, J = 8,6 Hz, 1H, ArH), 6,68 (dd, J =85 Hz, J =27
Hz, 1H, ArH), 7,20 (d, J = 2,5 Hz, 1H, ArH) 7,70-7,95 (m, 15H, ArH).

(10-((3,4-dihidroxibenzoil)oxi)decil)trifenilfosfonio (PCA-TPP*C10): Aceite
amarillo claro (76%). RMN-H (400 MHz, DMSO-ds): 8 1,14-1,47 (m, 18H, CH>),
3,35 (t, J = 6,5 Hz, 2H, CH>), 6,74 (d, J = 8,2 Hz, 1H, ArH), 7,27 (d, J = 8,0 Hz,
1H, ArH), 7,35 (s, 1H, ArH) 7,76-7,94 (m, 15H, ArH).
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Anexo?2. Tabla de partidores utilizados para gPCR

Gen Directo Inverso

ABCG2 TCG TTATTA GAT GTC TTAGCT GCA A TTG TAC CAC GTAACC TGAATT ACA
ABCB7 ATC CGG CCT TTAGTC TCT GTT AGC GG CTC TGG AAT CTG CTG GTA GGC TCG AG
SOD2 GAC AAA CCT CAG CCC TAACG TTG GAC ACC AAC AGA TGC AG

CAT TTG CCG GCC ACC TGA AGG AT TTTGCCTTC TCC CTT GCC GC

AMPK GTA CCA GGT CAT CAG TACACC A CCTTCGTGGAGCCTGTTTTT

UCP3 GAA GGT CCG ATT TCA GGC CA GTA GGT CAC CAC CTC AGC AC

UCP4 CGC TAC TGC TGAATG TCC GT GTC TCC CAA CCG AGC AAG AG
PGC1a GGG TGG ACT CAA GTG GTG CAG TG GGT GGA GGG GTG CCG TCA GG
D-LOOP TCG CCT GTAATA TTG AAC GT ATT TGG TAT TTT CGT CTG GG

12S ARN ACC ACC TCTTGC TCAGCC TA CAT GGG CTACAC CTTGACCT

16S ARN TCC CGATGG TGC AGC CGC TA ACG GGG GAAGGC GCTTTG TG

ND1 ATA CCC ATG GCC AACCTCCT GGG CCT TTG CGT AGT TGT AT

ND2 GGC CCAACC CGT CATCTACT GAT GCG GTT GCT TGC GTG AG

ND4 ACT ACT CAC TCT CAC TGC CC AGT GGA GTC CGT AAA GAG GT

ND6 CCT ACC TCC ATC GCT AAC CC AGG GGG AAT GAT GGT TGT CT

CYTB GAA ACT TCG GCT CAC TCC TT GGC GAT TGA TGA AAA GGC GG
MT-CO1 GCC TCC GTA GAC CTA ACC AT GTT ATG GCA GGG GGT TTT AT
MT-CO2 AGT CCT GTATGC CCT TTT CC GCG ATG AGG ACT AGG ATG AT
MT-CO3 CCC ACC AAT CAC ATG CCT AT TAG GCC GGA GGT CAT TAG GA

ATP6 CTG TTC GCT TCATTC ATT GC GAT TAG TCATTG TTG GGT GG

ATP8 TGC CCC AAC TAAATACTACC CTT TGG TGA GGG AGG TAG GT
POLR2a TGC TCC GTATTC GCA TCA TGAACA ATC TGT CAG CAT GTT GGA CTC GAT G
RPLPO ATC ACA GAG GAA ACT CTG CAT TCT CG GAT AGA ATG GGG TAC TGATGC AAC AGT T
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