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RESUMEN

El mitocondrion es un organelo que juega un papel crucial en el metabolismo y la
regulacion de la muerte celular. Por otra parte, se ha descrito que las células tumorales
presentan alteraciones en la bioenergética mitocondrial que favorecen la resistencia a la
muerte celular. En este contexto, aquellos compuestos que afecten esta funcién pueden

ofrecer un atractivo blanco para el disefio de agentes antitumorales.

En esta tesis se evaluaron algunos mecanismos de accion posibles que presenta el
compuesto 6-(4-metil-pent-3-enil)-1,4-naftoquinona (MPENQ), que explican el efecto
antiproliferativo sobre las células tumorales. Debido a que él o los mecanismos por los
cuales ejerce su accion no han sido aun determinados. Se utilizé para este propdésito
células de cancer de mama humano MCF7 y células metastasicas MDA-MB-231,
exhibiendo un efecto sobre la proliferacién con valores de 1Cso menores de 20 puM.
Conjuntamente, se utilizd la linea de epitelio mamario humano MCF-10A. MPENQ
presentd grado de selectividad a 5y 10 uM hacia las células tumorales.

Se evalud la actividad de MPENQ sobre la respiracion celular comprobandose una
importante inhibicion de la respiracion maxima mitocondrial. Se utilizd también
mitocondrias aisladas de células de adenocarcinoma mamario murino TA3/Ha, en las
cuales se comprob6 que MPENQ afecta la cadena transportadora de electrones al inhibir
los complejos | y Il. Igualmente, MPENQ fue capaz de afectar los pardmetros
bioenergéticos al disminuir los niveles intracelulares de ATP, aumentar la produccion

de ROS y producir acumulacion de NAD(P)H a bajas concentraciones.

La incubacion con N-acetilcisteina y catalasa durante 48 horas previno el efecto
antiproliferativo de MPENQ, sugiriendo que este efecto sobre células de cancer de

mama estd mediado por la generacion de ROS.
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Los resultados obtenidos indican que la crisis bioenergética producida por MPENQ fue
capaz de inducir apoptosis y tanto la inhibicién de la cadena transportadora de electrones

como la generacion de ROS estan implicadas en la accion citotdxica.



ABSTRACT

6-(4-methyl-pent-3-enyl)-1,4 naphthoquinone induces antiproliferative effects in

breast cancer cells by ROS production

The mitochondrion is an organelle that plays a crucial role in the metabolism and
regulation of cell death. On the other hand, it has been described that tumor cells present
alterations in mitochondrial bioenergetics favoring the resistance to the cell death. In this
context, those compounds that affect these functions can offer an attractive target for

designing of antitumor agents.

In this thesis, it was assessed some possible action mechanisms of 6-(4-metil-pent-3-
enil)-1,4-naphthoquinone (MPENQ) which would explain the antiproliferative effect on
tumor cells. Since, they have not been yet well determined. It was used for this purpose
human breast cancer MCF7 cells and metastatic MDA-MB-231 cells, exhibiting 1Cso
values on proliferation inhibition of less than 20 uM MPENQ. Together, we also used
the human mammary epithelium cell line MCF-10A, showing selectivity toward tumor
cells at 5and 10 uM MPENQ.

Activity of MPENQ on cellular respiration was evaluated checking the important
inhibition of mitochondrial respiration maximum. Mitochondria isolated from mammary
adenocarcinoma of murine cells line TA3/Ha was also used, in which was found that
MPENQ affects the electron flow through of the electron transport chain inhibiting both
complex | and Il. Also, MPENQ was able to affect the bioenergetics parameters
decreasing the intracellular ATP levels, increasing the ROS production, and producing
accumulation of NAD(P)H at low concentrations of MPENQ.

Incubation with N-acetylcysteine and catalase by 48 hours prevented the
antiproliferative effect of MPENQ, suggesting that this effect on breast cancer cells is

mediated by the generation of ROS.



The results obtained indicated that the bioenergetics crisis produced by MPENQ was
able to induce apoptosis and both the inhibition of the electron flow through the

respiratory chain and the generation of ROS are involved in this cytotoxic action.
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1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales del cancer

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Se estima
que el afio 2012 hubo 14,1 millones de casos nuevos y 8,2 millones de muertes
producidas por los diversos tipos de cancer. De los cuales el 57% de los casos
nuevos y el 65% de las muertes corresponden a paises en vias de desarrollo (WHO,
2014).

El céncer es considerado actualmente como una patologia compleja con un
importante caracter genético, caracterizada por la ganancia de funciones a través de
la activacion de oncogenes por medio de mutaciones y la pérdida de funciones

mediante la mutacion de genes supresores de tumores (Ortega et al., 2009).

La investigacion cientifica se ha enfocado en la comprension de los principios
basicos del comportamiento del fenotipo de las células cancerosas, lo cual se
resume en los denominados marcadores del cancer, entre los cuales se encuentra la
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales anticrecimiento,
evasion de la apoptosis, ilimitado poder replicativo, angiogénesis sostenida y
finalmente la invasion a tejidos y metéstasis (Hanahan and Weinberg, 2000).
Recientemente se han reconocido dos caracteristicas que se suman a las ya
nombradas, la evasion a la respuesta inmune y la reprogramacion del metabolismo

energético (Hanahan and Weinberg, 2011).

Debido a la baja efectividad de los tratamientos por la alta resistencia de las células
tumorales a la accion de diversos quimioterapicos y a la radioterapia (Moreno-
Sanchez et al., 2007), se ha utilizado como estrategia inducir la muerte al provocar
alteraciones que originen disfuncién mitocondrial, pues este organulo regula
procesos claves en la vida celular. Existen muchas sefiales de transduccion de

muerte celular que convergen en la mitocondria, las cuales buscan causar la



1.2

permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (MME), permitiendo con
ello la liberacién al citosol de proteinas pro-apoptoticas y la alteracion de las

funciones bioenergéticas de este organelo (Kroemer et al., 2007).

Rol de la mitocondria en células eucariotas

La mitocondria cumple varias funciones importantes en la vida celular, que en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas estan totalmente reguladas con el objeto de
responder a las necesidades celulares especificas. Entre ellas, las mas importantes
son: la generacion de energia mediante la maquinaria bioenergética que involucra la
sintesis de ATP, la homeostasis del Ca*? celular (Carafoli, 2010; Nicholls, 2005), la
produccién de ROS (Hamanaka and Chandel, 2010) y el control de la muerte

celular, principalmente de la via intrinseca de la apoptosis (Wang and Youle, 2009).

1.2.1 Maquinaria bioenergética y fosforilacion oxidativa

Una de las méas conocidas y trascendentales funciones es la generacion de energia
por la maquinaria bioenergética. La glicdlisis ocurre en el citosol, proceso en el cual
se produce a partir de un mol de glucosa, dos moles de ATP, dos moles de NADH y
dos moles de piruvato. Dependiendo de la disponibilidad de oxigeno en el medio
celular, en condiciones anaerobias o cercano a la anaerobiosis, el piruvato es
reducido a lactato, por la enzima lactato deshidrogena (LDH) y la piruvato
deshidrogenasa es inhibida, en cambio en condiciones aerébicas es principalmente

oxidado en la mitocondria.

Dentro de la mitocondria, especificamente en la matriz mitocondrial, el piruvato
ingresa al ciclo de Krebs. Aqui se reduce NAD" y FAD, intermediarios que
almacenan energia en forma de energia quimica, convirtiéndola en fuerza electrén-
motriz (Ap) a medida que fluyen los electrones a través de la cadena transportadora
de electrones (CTE) hasta el O.. La CTE consiste en cinco complejos proteicos
embebidos en la membrana mitocondrial interna (MMI) que transportan electrones

en forma secuencial, éstos corresponden a NADH:ubiquinona oxidorreductasa



(complejo 1), succinato deshidrogenasa (complejo I1), ubiquinol:citocromo c
oxidorreductasa (complejo Il1), citocromo c oxidasa (complejo IV) y FiF,ATP

sintasa (complejo V).

Los complejos | y 1l oxidan NADH y FADH> respectivamente, producidos en el
ciclo de Krebs. Estos complejos son el punto de entrada de los electrones a la CTE.
La transferencia secuencial de estos electrones permite el bombeo de protones (por
los complejos I, 111 y 1V) desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana,
generando un gradiente electroquimico, el cual es utilizado por el complejo V, para
sintetizar ATP desde ADP y fosfato inorganico (Pi) (Figura 1) (Fogg et al., 2011).

1.2.2 Rol en la muerte celular

Los aspectos bioquimicos y morfoldgicos que definen la apoptosis han sido
ampliamente descritos (Galluzzi et al., 2007). Se reconocen dos vias, la intrinseca y
la extrinseca en las cuales la mitocondria cumple un rol central (Wang and Youle,
2009).

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial (PMM) es considerada un punto
de no retorno en el caso de la via intrinseca y es inducida por el predominio de
sefiales pro-apoptéticas (Galluzzi et al., 2010). PMM puede ocurrir por dos
procesos, el primer mecanismo involucra la familia de proteinas Bcl-2, las cuales
juegan un rol regulatorio en el proceso apoptdtico. La familia Bcl-2 se puede dividir
en dos tipos: antiapopt6tica como Bcl-XL, Bcl-w, y proapoptéticas como Bax y Bak
(Cory and Adams, 2002). Ademas existe una familia de proteinas BH3 y se
proponen dos modelos de activacion de la apoptosis: de manera indirecta mediante
la union de proteinas antiapoptéticas Bcl-2 con BHS3, inhibiendo la accion
antiapoptdtica (Youle and Strasser, 2008). EI modelo directo indica que las
proteinas BH3 se unen y activan a Bax/Bak, las cuales son responsables de la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (PMME), mediante su

oligomerizacion e insercion en la MME (Figura 1) (Wang and Youle, 2009).



El segundo mecanismo para PMM es debido al ensamblaje del poro de transicion de
permeabilidad (PTP), una entidad supramolecular que se extiende entre MMI y
MME. PTP esta compuesto por VDAC, ANT vy ciclofilina D, entre otras. PTP
normalmente tiene un rol de intercambio de metabolitos y presenta un estado de
baja conductancia. Sin embargo, bajo sefiales pro-apoptdticas cambia a un estado de
alta conductancia ocurriendo la “transicion de la permeabilidad mitocondrial”. Este
proceso consiste en la pérdida de la impermeabilidad de la MMI a los distintos
solutos, disipacion del potencial de transmembrana (AW¥m), aumento de
permeabilidad del agua e hinchamiento osmético de la matriz mitocondrial,
ocurriendo la ruptura de la MME. Ademas, ocurre una liberacion de proteinas pro-
apoptoticas del espacio intermembrana al citosol, como citocromo c. (Brenner and
Grimm, 2006)
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Figura 1. Cadena transportadora de electrones




1.3 Mitocondria y cancer

Dado que la mitocondria juega un rol fundamental tanto en la regulacién del
metabolismo energético como en la produccién de ROS y la muerte celular, se
piensa que este organelo de las células tumorales representa un blanco
farmacologico clave. Es importante ademas considerar el metabolismo diferencial
de las células tumorales y los requerimientos anabolicos que poseen para el
crecimiento y proliferacién celular en comparacién a su contraparte no-tumoral
(Cairnsetal., 2011).

La mitocondria es uno de los organulos que presenta mayor diferencia entre las
células tumorales y su contraparte no-tumoral. Se ha demostrado que las
mitocondrias de células tumorales presentan una gran disminucion del nimero total,
son relativamente pequefias y muestran alteraciones ultraestructurales (Galluzzi et
al., 2010). Presentan una disminucion en la actividad de enzimas involucradas en la
fosforilacion oxidativa y son deficientes en ciertas subunidades de FoF1 de la ATP
sintasa. Ademas poseen una diferencia de potencial de transmembrana (A¥m)
elevado, indicando que los defectos primarios en la cadena respiratoria podrian

contribuir con la glicolisis aerobica (Putignani et al., 2008; Rossignol et al., 2004)
1.3.1 Transformacién metabdlica en células tumorales

Desde el punto de vista metabdlico, es relevante destacar que existe un cambio en el
fenotipo de las células cancerosas, que corresponde a la produccion de energia por
la via glicolitica que esta ampliamente exacerbada, a pesar de la disponibilidad de
oxigeno, conocido como efecto Warburg, lo que se traduce en la sobreexpresion de

proteinas que participan en esta via (Christofk et al., 2008; Pedersen, 2007).

En las células tumorales no sélo se ha observado la sobreexpresion de las enzimas
que participan en la via glicolitica, sino que ademas, de los transportadores de
glucosa, especificamente GLUT-1, GLUT-3 y GLUT-4, los cuales tienen alta

afinidad en comparacion a otras isoformas. Esto le permite a las células tumorales la



captacion de altas concentraciones de glucosa de los tejidos circundantes, ademas
de mantener la fosforilacion oxidativa funcional. Con este exceso de glucosa, las
células cambian su organizacion energética hacia la glicdlisis, lo que les permite
sobrevivir en ambientes con disponibilidad de oxigeno limitada, ademas de liberar
grandes cantidades de &cido lactico a los tejidos circundantes, lo cual favorecera la
posterior invasion de las células tumorales, la formacion de metéstasis y mayor
agresividad (Gogvadze et al., 2010; Mathupala et al., 2010).

Otra enzima clave en el patron energético de las células tumorales, es la
hexoquinasa (HK), siendo la HK-II la isoenzima sobreexpresada en respuesta al
factor de transcripcion HIF-1o. Esta enzima, clave en la glicolisis de las células
tumorales, se encuentra unida a la MME en la zona de VDAC, por lo que utiliza el
ATP recientemente sintetizado por el sistema de la fosforilacion oxidativa para
fosforilar la glucosa a glucosa 6-fosfato (Mathupala et al., 2010; Moreno-Sanchez et
al., 2007). Este fenémeno representa el principal nexo entre la fosforilacion
oxidativa y la sintesis de ATP a través de la glicdlisis, constituyendo un blanco
farmacoldgico interesante desde el punto de vista energético. Ademas es uno de los
factores mas importantes de supervivencia para las células tumorales, ya que HK-11
al estar unida a VDAC impide la apertura de PTP, lo que le permite ejercer
resistencia a la apoptosis (Majewski et al., 2004).

Por lo tanto, las moléculas que puedan interferir en forma selectiva con la
homeostasis mitocondrial de las células tumorales, afectaran toda la maquinaria que

confiere a estas células sus caracteristicas malignas (Neuzil et al., 2007).



1.4 Naftoquinonas

Se ha descrito que las 1,4-naftoquinonas poseen una variedad de propiedades
farmacoldgicas, dentro de las cuales destacan la accion antibacteriana (Sheng-Tung
et al., 2002), antifungica (Tandon et al., 2004), antiviral (Da Silva et al., 2002; Ilina
et al., 2002), antiinflamatoria (Checker et al., 2009; Huang et al., 1998) y
anticancerigena (Kayashima et al., 2009; Lee et al., 2007; Seshadri et al., 2011).
Algunos estudios han demostrado que la fraccion quinodnica es esencial para la
actividad citotdxica y se ha propuesto como mecanismo de accion la adicién de
nucleofilos al anillo quinonico, resultando en la arilacion de importantes moléculas
como acidos nucleicos y proteinas (Bolton et al., 2000; O'Brien, 1991). Ademas las
quinonas sufren repetidas reducciones y oxidaciones de su radical libre
semiquinona (ciclo redox), resultando en la formacion de ROS como anion
superdxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo, responsables del estrés
oxidativo en células (Goulart et al., 2003; Watanabe and Forman, 2003). La
mayoria de las celulas de tumor mamario expresan la enzima NAD(P)H: quinona
oxidorreductasa (NQO1) (Jamshidi et al., 2012). Esta enzima es una flavoproteina
multifuncional que cataliza la reduccion de quinonas, utilizando NAD(P)H como
donador de protones, con el fin de evitar la formacién de semiquinonas, las cuales
son capaces de reaccionar generando especies reactivas de oxigeno (Dinkova-
Kostova and Talalay, 2010).

El grupo terpenilo de la MPENQ (Figura 2), aumenta su lipofilia en relacién a la
1,4-naftoquinona no sustituida, permitiendo una mayor disponibilidad a nivel
celular. En este trabajo, considerando los ICso determinados para MPENQ en lineas
tumorales murinas y humanas (Miguel del Corral et al., 2002), y los mecanismos
por los que actlan las quinonas, se estudiara su actividad antiproliferativa en lineas
tumorales de mama humana y la identificacion del mecanismo por el cual ejerce su

actividad.



Figura 2: Estructura quimica del compuesto en estudio: 6-(4-metil-pent-3-enil)-1,4-
naftoquinona (MPENQ)
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2. HIPOTESIS

El compuesto 6-(4-metil-pent-3-enil)-1,4-naftoquinona (MPENQ) ejerce un efecto
antiproliferativo en lineas de cancer mamario MCF7 y MDA-MB-231, ya que
induce la generacion de ROS mitocondrial, mediante la inhibicion del flujo de

electrones a traves de la cadena respiratoria.

3. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar y proponer un mecanismo de accion para el efecto antiproliferativo del
compuesto MPENQ en lineas de cancer de mama MCF7 y MDA-MB-231.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto antiproliferativo del compuesto MPENQ en lineas tumorales

y normales humanas.

Determinar el efecto de la naftoquinona MPENQ en la respiracion celular de las

lineas tumorales.

Determinar el efecto del compuesto MPENQ sobre la respiracion en mitocondrias
aisladas de la linea tumoral murina TA3/Ha.

Identificar el sitio de accion de la naftoquinona en la cadena transportadora de

electrones en mitocondrias aisladas de la linea tumoral murina TA3/Ha.
Evaluar el efecto sobre parametros bioenergéticos (ATP, NAD(P)H, ROS).

Evaluar el efecto del compuesto sobre la migracion en células MDA-MB-231.



4.1

4.2

4.3

4. MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Dicumarol, Antimicina A, Rotenona, Oligomicina, CCCP, FCCP, N-acetilcisteina
(NAC), Catalasa PEG fueron adquiridos en Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,
EE. UU). Los demés reactivos corresponden a aquellos de la mayor pureza

disponible.
Compuesto en estudio

MPENQ (Figura 2) se sintetiz6 en el Laboratorio de Mecanismos de Reaccion de
la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de Universidad de Chile, de
acuerdo a lo publicado (Gordaliza et al., 1996; Miguel del Corral et al., 2002;
Miguel del Corral et al., 1998; Molinari et al., 2000). Los reactivos p-
benzoquinona, a-mirceno Yy trifluoruro de boro etearato fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich. Las soluciones de stock de MPENQ fueron preparadas en DMSO

(Merck, Darmstadt, Alemania).
Propagacion y obtencion de células tumorales TA3/Ha

La propagacion de células de tumor ascitico TA3/Ha se realizo
intraperitonealmente en ratones de la cepa CAF 1/Jax. Después de 5-6 dias desde
la inoculacion y propagacion, los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Las células tumorales fueron obtenidas desde los fluidos asciticos
mediante incision en el abdomen y suspendidas en solucién amortiguadora a 4°C,
que contiene NaCl 150 mM, KCI 5 mM y Tris-HCI 10 mM pH 7,4 (Moreadith and
Fiskum, 1984). Luego, las células se centrifugaron a 180g por 5 minutos a 4°C,
descartando el sobrenadante por aspiracion. Este procedimiento se repitié hasta
eliminar los eritrocitos contaminantes. Finalmente, el pellet resultante se

resuspendio en la misma solucion amortiguadora y se determind la concentracién
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4.5

de proteinas mediante el método del Biuret, adaptado en el laboratorio (Frey et al.,
2007).

Cultivo celular

Las lineas tumorales de cancer de mama humanas MCF7 (Cddigo ATCC® HTB-
22®) y MDA-MB-231 (Cédigo ATCC® HTB-26®) fueron adquiridas en ATCC
(ATCC, Manassas, VA, USA). Ambas lineas fueron cultivadas en Medio de Eagle
modificado por Dulbecco bajo en glucosa (DMEM LG, Gibco®, Carlsbad, CA,
USA), suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB) (HyClone, Logan,
UT, USA) vy antibidticos (100 Ul de penicilina/mL y 100 pg/mL de

estreptomicina).

Las células tumorales murinas TA3/Ha se cultivaron en medio DMEM alto en
glucosa (DMEM HG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado con
10% de SFB y antibioticos (100 Ul de penicilina/mL y 100 pg/mL de
estreptomicina).

La linea MCF-10A (ATCC® CRL-10317®) fue adquirida en ATCC. Fue cultivada
en medio DMEM HG, suplementado con 5% de suero equino, insulina bovina (10
pug/mL), factor de crecimiento epidérmico (20 ng/mL), hidrocortisona (0,5 pug/mL)
y antibidticos (100 Ul de penicilina/mL y 100 pg/mL de estreptomicina).

Todas las lineas celulares fueron mantenidas en una atmdésfera humidificada (37°C
y CO: al 5%).

Determinacion de la proliferacion celular

La evaluacion del efecto sobre la proliferacion celular del compuesto MPENQ se
realizd mediante el ensayo de MTT. Este ensayo se basa en la capacidad de las
celulas viables de reducir enzimaticamente el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), reaccion que genera un compuesto coloreado azul
(cristales de formazan). Las células MCF7, MDA-MB-231, MCF-10A y TA3/Ha
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4.7

fueron sembradas en placas de 96 pocillos a concentracion 1 x 10* células/pocillo,
incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de CO.. Luego las células se trataron con el
compuesto MPENQ en concentraciones crecientes (5, 10, 25 y 50 uM). Luego de
48 horas, se lavaron con PBS y se agreg6 100 pL de MTT (Molecular Probes®,
Eugene, OR, USA) a cada pocillo a concentracion final de 0,5 mg/mL y se incub6
por una hora. Los cristales de formazan fueron solubilizados con 20 pL de Tritdn
X-100 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 10% en HCI 0,01 N. Los valores
fueron obtenidos, mediante espectrofotometria, A = 570nm. El ICso de

proliferacion celular se determind de la curva dosis-respuesta.
Ensayo de formacion de colonias

Se sembraron células MCF7 y MDA-MB-231 en placas de 6 pocillos (3 pocillos
con 250 y 3 pocillos con 500 células), de acuerdo a lo descrito en la literatura
(Franken et al., 2006), y se mantuvieron por 24 horas. Luego, se trataron con 5y
10 pM de compuesto MPENQ durante 24 horas. Concluido el tiempo de
exposicion, se reemplazo el medio de incubacion por uno libre de compuesto y las
células se incubaron durante 7 dias para permitir la formacion de colonias. Las
colonias fueron tefiidas con una solucién de cristal violeta al 0,5% en metanol y
lavadas con agua para retirar los excedentes de tincion. La cantidad de colonias
formadas se determind con el software Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) vy la
disminucion de la fraccion sobreviviente de células se calculé de acuerdo al

protocolo publicado (Franken et al., 2006).
Evaluacion del efecto de MPENQ sobre el OCR y ECAR

El consumo de oxigeno (OCR) y acidificacion del medio extracelular (ECAR) en
células se determind utilizando el Analizador de Flujo Extracelular XF°96
(Seahorse, Bioscience). Se sembraron células MCF7 y MDA-MB-231 en placas de
Seahorse de 96 pocillos (1 x 10* células por pocillo). Una hora antes de la

medicion, se lavaron las células con medio a pH 7,4 de acuerdo a los
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procedimientos indicados por el fabricante. Una vez calibrado el equipo, se
inyect6 automaticamente MPENQ a concentraciones 5, 10 y 25 pM. Para
determinar la respiracion acoplada a la sintesis de ATP, se inyectd oligomicina (1
pg/mL) para inhibir la subunidad F, de la ATP sintasa, FCCP (1 pmol/mL) para
obtener la maxima respiracion y rotenona - antimicina A para inhibir los
complejos | y 111, evitando asi el consumo de oxigeno mitocondrial. La medicién
se realizo por dos horas. Se determind la funcién mitocondrial segun literatura
(Dranka et al., 2010; Wu et al., 2007).

Preparacion de mitocondrias aisladas y determinacion del efecto de MPENQ

sobre el consumo de oxigeno mitocondrial

Las suspensiones mitocondriales fueron preparadas desde células tumorales
murinas TA3/Ha mediante centrifugacion diferencial, segun procedimientos
descritos (Moreadith and Fiskum, 1984).

Para determinar el efecto producido de MPENQ sobre el consumo de oxigeno se
midié polarograficamente con un electrodo de oxigeno Clark No. 5331 (Yellow
Springs Instruments, Yellow Spring, OH, EE. UU.) inserto en una camara
termorregulada a 25°C. Se utiliz6 un monitor YSI modelo 53 conectado a un
moédulo DI-148U con interfase USB. Los datos se obtuvieron utilizando el

software Windag Acquisition Waveform Recorder (DataQ Instruments, EE. UU.).

El medio de respiracién contiene 200 mM de sacarosa, 50 mM de KCI, 3 mM de
K3HPO4, 2 mM de MgCly, 0,5 mM EGTA, 3 mM de HEPES, pH=7,4. Se utilizd
una concentraciéon de 0,5 mg/mL de proteina mitocondrial. La respiracion
mitocondrial se estimuld con glutamato y malato (Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, EE. UU.) ambos a concentracion 8,3 mM.

Para determinar el efecto ejercido por MPENQ sobre la cadena transportadora de
electrones, se agregd CCCP 200 nM para obtener el desacoplamiento maximo de

la fosforilacion oxidativa. Se realizaron mediciones con succinato 8,3 mM (Sigma
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Chemical Co, St. Louis, MO, EE. UU.), sustrato de complejo Il, duroquinol 0,3
mM como sustrato de complejo 1I1 y TMPD 75 pM + ascorbato 1,5 mM como
sustrato del complejo IV (Urra et al., 2013). Dado que en la cadena transportadora
de electrones se produce una secuencia de eventos, si se entrega un sustrato
especifico para un complejo, y éste no es capaz de revertir la disminucién en el
consumo de oxigeno inducida por un inhibidor, es porque éste actla antes de dicho

complejo.
Determinacion de niveles intramitocondriales de anion superéxido

La medicion de generacién de anion superdxido producto de la accién de MPENQ
fue medida a través de citometria de flujo ocupando la sonda fluorescente
MitoSOX® Red (Molecular Probes®, Eugene, OR, EE. UU.). Esta sonda se
acumula de manera rapida y selectiva en la mitocondria, donde es oxidada
preferentemente por el anion superéxido y no por otras especies radicalarias de
oxigeno o nitrogeno. La molécula oxidada exhibe una fluorescencia roja medida a

580 nm cuando es excitada a 530 nm.

Las células MCF7 y MDA-MB-231 fueron sembradas en placas de 24 pocillos a
una concentracién de 1-10%células/pocillo. El reactivo MitoSOX® fue preparado de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Las células fueron incubadas con la
sonda (5 uM) por 30 minutos protegidas de la luz. Posteriormente se estimuld con
concentraciones crecientes de MPENQ (5, 10 y 25 uM) en medio fresco por dos
horas. Las muestras fueron tripsinizadas y resuspendidas en 200 uL de PBS y
analizadas mediante citometria de flujo FACS (FACSAria®lll, BD Biosciences) a

las longitudes de onda ya sefialadas.
Determinacion de los niveles intracelulares de ATP

Los niveles de ATP se midieron en células MCF7 y MDA-MB-231 siguiendo las
especificaciones del kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

(Promega, Madison, WI, EE. UU.). Se sembraron 1x10* células/pocillo en placas
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de 96 pocillos y se trataron a concentraciones crecientes de MPENQ (5, 10 y 25
HM) durante 2 horas. Al término fueron lavadas con PBS dos veces. Los niveles
intracelulares de ATP se determinaron en células lisadas y se leyd la luminiscencia

en un espectrofluorimetro lector de placas Varioskan® Flash (Thermo Scientific).
Incorporacion de yoduro de propidio

La incorporacién de yoduro de propidio (PI) se utilizo para determinar los efectos
del compuesto MPENQ en la permeabilidad de la membrana celular. Células
MCF7 y MDA-MB-231 fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una
concentracion de 1-10° células/pocillo. Se estimul6 con concentraciones crecientes
de MPENQ (5, 10 y 25 puM) en medio fresco por dos horas. Las células se
despegaron por tripsinizacion y posteriormente fueron resuspendidas en 200 L de
PBS. Finalmente se les agregd PI, se analiz6 la fluorescencia al excitar a 535 nm 'y
la emision se registr6 mediante citometria de flujo FACS (FACSAria®lll, BD

Biosciences) a 617 nm.
Determinacion de los niveles intracelulares de NAD(P)H

Los niveles de intracelulares NAD(P)H se midieron en células MCF7 y MDA-
MB-231. Se sembraron 5x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos y se trataron
a concentraciones crecientes de MPENQ (5, 10 y 25 pM) durante una hora. Las
células emiten auto-fluorescencia a 430 nm de modo proporcional a su contenido
de moléculas de NAD(P)H cuando son excitadas a 340 nm (Petit et al., 2001). La
fluorescencia fue determinada en un espectrofluorémetro lector de placas

Varioskan® Flash (Thermo Scientific).
Determinacion de los niveles de glutation

Los niveles de glutation se midieron en células MCF7 y MDA-MB-231 con la
sonda fluorescente CellTracker® Green CMFDA (Molecular Probes®, Eugene,

OR, EE. UU.), la cual contiene grupos funcionales capaces de reaccionar con
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grupos tioles, en una reaccion mediada por la glutation S-transferasa (Zhang et al.,
1992). Se sembraron 1x10° células/pocillo en placas de 24 pocillos y se trataron a
concentraciones crecientes de MPENQ (5, 10 y 25 pM) durante 2 horas.
Posteriormente se incub6 con la sonda a concentracion 1 pM. La medicién
indirecta de los niveles de glutation se determiné al excitar la sonda a 492 nm en
un espectrofluorometro lector de placas Varioskan® Flash (Thermo Scientific) a

una emision de 517 nm.
Determinacion de la migracion celular

Se ha demostrado que la linea celular MDA-MB-231 posee la capacidad de migrar
(Ning et al., 2013). Se realiz6 el ensayo de la herida, el cual consiste en romper la
superficie celular y se observo la capacidad migratoria de las células en presencia
del compuesto MPENQ. Se sembraron 1x10° células/pocillo en placas de 12
pocillos, incubadas con DMEM LG + 10% SFB hasta su adhesion durante 24
horas. Posteriormente, se dafio la superficie de cada pocillo con una punta de 200
uL, se lavd dos veces con PBS y se agregd el compuesto MPENQ a 1y 2,5 UM,
en medio DMEM LG suplementado con 1% SFB, para evitar la proliferacion de
las células durante el periodo del experimento. Se consideré un tiempo inicial
posterior a la realizacion de la herida y luego de 24 horas de incubacién con el
compuesto, las células se fotografiaron para determinar los cambios y los datos se
analizaron con el software Image J (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.). Cada herida se

compar6 con su propio control a tiempo inicial.
Determinacion del tipo de muerte celular

El tipo de muerte celular, apoptosis o necrosis, producto de la accion del
compuesto MPENQ se determin6 mediante la incorporacion de Anexina V (AV) y
Yoduro de propidio (Pl) de acuerdo a las instrucciones del fabricante del kit
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Abcam, Cambridge, MA, EE. UU.). Se
utilizaron 1x10° células/pocillo, sembradas en placas de 24 pocillos, las cuales
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fueron tratadas con el compuesto MPENQ (5, 10 y 25 uM) durante 24 horas.
Luego de tripsinizadas, cada muestra fue resuspendida en 250 uL de “annexin V
binding buffer” y se le agregé 2,5 uL de AV y 2,5 uL de Pl por muestra.
Finalmente, las células se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente,
protegidas de la luz y se analizaron mediante citometria de flujo (FACSAria®Ill,
BD Biosciences).

4.16 AnAlisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio £ SEM de tres experimentos
independientes. Los analisis estadisticos se realizaron con el software Graph Pad
Prism 5.0 utilizando el analisis ANOVA de una via con post test de Bonfferoni. Se
establecié como nivel de significancia p < 0,05. Los valores de ICso obtenidos del
ensayo con MTT se calcularon de la curva dosis respuesta ajustada a una curva no

lineal.
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S. RESULTADOS

MPENQ PRESENTA EFECTOS ANTIPROLIFERATIVOS EN LINEAS
TUMORALES MURINAS Y HUMANAS

Se evalud la actividad del compuesto MPENQ sobre la proliferacion en células
tumorales murinas TA3/Ha y en las lineas tumorales humanas MCF7 y MDA-MB-231.
Se utilizo el ensayo de MTT Yy las células se cultivaron en presencia de MPENQ en un
rango de 5 a 50 uM durante 48 horas.

En la Figura 3 se observa que el efecto antiproliferativo producido es estadisticamente
significativo (p < 0,001) en la mayoria de las concentraciones, lo cual es consistente con

lo reportado previamente en otras lineas tumorales (Miguel del Corral et al., 2002).

La linea en que se observO mayor efecto antiproliferativo fue en el modelo murino
TA3/Ha, con un ICso de 4,99 + 0,54 uM (Figura 3-A). En las lineas tumorales humanas,
también se aprecia un fuerte efecto antiproliferativo, pero a valores de 1Cso alrededor del
doble y del triple mayores para MDA-MB-231 y MCF7 respectivamente.

Para evaluar selectividad en el efecto antiproliferativo se utilizé una linea de mama
humana normal, MCF-10A. El valor de ICs fue 15,69 + 1,49 uM (Figura 3-D),
resultando similar a las lineas tumorales humanas utilizadas. Sin embargo a bajas
concentraciones (5 y 10 uM), MPENQ afectd selectivamente a las células tumorales
(Figura 4).

En la Tabla 1 se resumen los valores de 1Cso correspondientes a las lineas celulares

estudiadas.
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Figura 3: Efecto de MPENQ sobre la proliferacion en células (A) TA3/Ha, (B)
MDA-MB-231, (C) MCF7 y (D) MCF-10A. Las células fueron incubadas con 10% de
suero fetal bovino y expuestas a concentraciones crecientes (5 a 50 uM) de MPENQ
durante 48 horas. El efecto sobre la proliferacion se estim6 mediante el ensayo de MTT.
Los resultados son expresados como promedio + SEM, N = 3. * = p <0,05; *** =p <
0,001 con respecto al control. El control corresponde a células incubadas con DMSO
durante 48 horas.
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Figura 4: Selectividad de MPENQ sobre la proliferaciéon en células MCF-10A. Las
células fueron expuestas a concentraciones crecientes (5 a 50 uM) de MPENQ durante
48 horas. El efecto sobre la proliferacion se estimé mediante el ensayo de MTT. Los
resultados son expresados como promedio £ SEM, N = 3. * = p <0,05; *** = p < 0,001
con respecto al control.

Linea celular 1Cs0 (48h)
TA3/Ha 499 £ 0,54
MDA-MB-231 11,5+1,30
MCF7 17,82 £ 2,69
MCF-10A 15,69 £ 1,49

Tabla 1: Valores de 1Cso de MPENQ [uM] en células TA3/Ha, MDA-MB-231,
MCF7 y MCF-10A. Los valores de ICso a 48 horas de exposicion de MPENQ son
expresados como promedio + SEM, N = 3.
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EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE MPENQ NO ES MEDIADO POR NQO1

NQOL1 es una enzima detoxificante que cataliza la reduccién de quinonas (como
MPENQ) a hidroquinonas, inactivandolas o en algunos casos activandolas en sus efectos
bioldgicos (Zhang and Go, 2009). Para evaluar si el efecto antiproliferativo de MPENQ
es mediado por NQOL, se utilizaron células MCF7, en las cuales se ha reportado que
estd sobreexpresada la enzima, no asi en la linea MDA-MB-231 (Sutton et al., 2012).
Para ello, se utiliz6 dicumarol, un inhibidor no competitivo de NQO1 (Preusch et al.,
1991), a la concentracion de 5 UM, la cual no afecta la proliferacion de las células MCF7
(Figura 5-A). Se determind el efecto mediante el ensayo de MTT, en el cudl las células
se cultivaron con MPENQ en un rango de 5 a 50uM, en ausencia y presencia de

dicumarol 5uM, durante 48 horas.

Como muestra la Figura 5-B, no se aprecian diferencias significativas entre el
tratamiento con MPENQ en ausencia o presencia de dicumarol, sugiriendo que el efecto
antiproliferativo de MPENQ en células MCF7 es independiente de la inhibicién de
NQOL1.
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Figura 5: Efecto sobre la proliferacion de MPENQ en células MCF7 es
independiente de NQOL. (A) Efecto de dicumarol sobre la proliferacion de células
MCF7 y (B) efecto de la combinacién MPENQ + dicumarol sobre la proliferacion
de células MCF7. Las células fueron expuestas a concentraciones crecientes (5 a 50
puM) de MPENQ durante 48 horas. La concentracion de dicumarol utilizada fue de 5
UM. El efecto sobre la proliferacion se estimé mediante el ensayo de MTT. Los
resultados son expresados como promedio £ SEM, N =3. * =p <0,05; ***=p<0,001

con respecto al control. El control corresponde a células incubadas con DMSO durante
48 horas.
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MPENQ AFECTA IRREVERSIBLEMENTE LA CLONOGENICIDAD DE
CELULAS TUMORALES

Se ha descrito que una de las caracteristicas de las células tumorales es su capacidad
para formar colonias (Franken et al., 2006). Para evaluar si el efecto de MPENQ sobre la
proliferacion puede ser un evento reversible, células MCF7 y MDA-MB-231 fueron
expuestas a concentraciones de 5y 10 uM durante 24 horas. Terminadas las 24 horas de
exposicion con el compuesto, se permitid la recuperacion de las células tumorales para
formar colonias durante 7 dias. Como se muestra en la Figura 6 A-B, células MCF7 y
MDA-MB-231 exhibieron una importante disminucion en la formacion de colonias. A
pesar del tiempo transcurrido, una significativa disminucién de la fraccion sobreviviente
de células fue obtenida (Figura 6 C-D), especialmente en células MDA-MB-231. Estos
resultados sugieren que MPENQ produce un efecto irreversible sobre la capacidad

clonogénica de células tumorales.
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Figura 6: Efecto de MPENQ sobre la capacidad clonogénica en células (A) MCF7 y
(B) MDA-MB-231. Célculo de la fraccidn sobreviviente en células (C) MCF7 y (D)
MDA-MB-231. Se utilizaron 250 y 500 células, las cuales fueron expuestas a dos
concentraciones (5 y 10 uM) de MPENQ durante 24 horas y se permitio el crecimiento
de las colonias durante 7 dias. Los resultados son expresados como promedio + SEM, N
= 3. *** = p < 0,001 con respecto al control. El control corresponde a células incubadas
con DMSO durante 24 horas.
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MPENQ AFECTA EL METABOLISMO TUMORAL MEDIANTE
DISMINUCION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL MAXIMA

Considerando la importancia de la mitocondria y el metabolismo diferencial que poseen
las células tumorales, se evalud si MPENQ es capaz de afectar la respiracion celular
(OCR) vy la acidificacién del medio extracelular (ECAR) como una medida de la
actividad glicolitica. Para ello se utilizaron las lineas tumorales humanas MCF7 y MDA-
MB-231. Los cambios en los perfiles bioenergéticos (OCR y ECAR) de ambas lineas
bajo distintas condiciones experimentales, se obtuvieron mediante el analizador de flujo
extracelular XF°96. Los resultados presentados en la Figura 7 y Figura 8 muestran los
efectos del compuesto MPENQ, en concentraciones de 5 a 25 uM, sobre el metabolismo

tumoral en las células MCF7 y MDA-MB1-231 respectivamente.

El compuesto produce una ligera inhibicion en la respiracion basal mitocondrial para la
linea MCF7 (Figura 7-A), la que se recupera a mayor concentracion (25 uM). Lo
anterior, se traduce en un incremento leve de la acidificacion del medio extracelular
(Figura 7-C). En el caso de la linea MDA-MB-231 se observa una inhibicion de la
respiracion basal mitocondrial (Figura 8-A) pero no se presenta un aumento
significativo de la acidificacion del medio extracelular (Figura 8-C). De forma
interesante, estos datos sugieren que MPENQ afecta la respiracion mitocondrial, ademas
de inhibir el incremento compensatorio de la glicolisis en la linea MDA-MB-231, debido

a su alta actividad glicolitica (Robey et al., 2008).

El mayor efecto inhibitorio de la respiracién mitocondrial en ambas lineas tumorales es
observado cuando se alcanza la respiracion mitocondrial méxima (respiracién en
presencia de FCCP 100 nM) (Figura 7-B y 8-B para MCF7 y MDA-MB-231
respectivamente). Estos resultados sugieren que MPENQ inhibe la respiracion

mitocondrial por interaccion con la cadena transportadora de electrones.
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Ademés se observa en la Figura 7-D, que el compuesto es capaz de inhibir la
respiracion acoplada a la sintesis de ATP, sugiriendo que MPENQ puede disminuir la

sintesis de ATP mitocondrial.
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Figura 7: Efecto de MPENQ sobre el metabolismo tumoral en células MCF7. (A)
Respiracion basal mitocondrial, (B) respiracion mitocondrial méaxima, (C)
acidificacion extracelular del medio y (D) respiracion acoplada a sintesis de ATP.
El efecto sobre el consumo de oxigeno y acidificacion del medio se obtuvieron mediante
la inyeccion de MPENQ en Seahorse Bioscience. Los resultados son expresados como
promedio £ SEM, N = 3. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** =p < 0,001 con respecto al
control.
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Figura 8: Efecto de MPENQ sobre el metabolismo tumoral en células MDA-MB-
231. (A) Respiracion basal mitocondrial, (B) respiraciéon mitocondrial maxima y
(C) acidificacion extracelular del medio. El efecto sobre el consumo de oxigeno y
acidificacion del medio se obtuvieron mediante la inyeccion de MPENQ en Seahorse
Bioscience. Los resultados son expresados como promedio + SEM, N =3. * = p <0,05;
*** = p < 0,001 con respecto al control.
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MPENQ AFECTA LA RESPIRACION MITOCONDRIAL POR INHIBICION
DEL COMPLEJO 1Y I

Se evaluo el efecto del compuesto MPENQ en un modelo experimental de mitocondrias
aisladas de TA3/Ha, para determinar si éste es capaz de interactuar con algun sitio de la
cadena transportadora de electrones. Este modelo posee la ventaja de que se pueden
suministrar sustratos especificos para cada complejo de la CTE, lo cual permite controlar

las condiciones experimentales.

Para determinar si MPENQ interactta con la CTE y modula la fosforilacion oxidativa,
se agregé el compuesto en presencia del desacoplante CCCP. Se utilizaron
concentraciones en un rango de 10 a 50 uM de MPENQ.

Para identificar el sitio de accion del compuesto, se realizaron mediciones de la
variacion del consumo de oxigeno utilizando diferentes sustratos especificos para cada
complejo de la cadena respiratoria. En la Figura 9 se observa que MPENQ inhibe la
respiracion maxima mitocondrial dependiente de la concentracion, cuando es estimulado
el complejo I con glutamato + malato. Ademas se observa que el consumo de oxigeno es
restaurado cuando el sustrato agregado, posterior a MPENQ, es duroquinol o TMPD +
Ascorbato, no asi con glutamato + malato o succinato. Esto sugiere que el compuesto

MPENQ interactta principalmente a nivel del complejo I y II.
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Figura 9: Efecto de MPENQ sobre la respiracion mitocondrial en mitocondrias
aisladas de TA3/Ha. (A) Trazo representativo de mitocondrias. (B) Respiracion
mitocondrial en TA3/Ha. Las mitocondrias fueron expuestas a concentraciones
crecientes del compuesto MPENQ (10 a 50 uM). Se denomina estado 3u al obtenido
cuando se agrega un desacoplante como CCCP a las mitocondrias en presencia de
oxigeno Y sustratos, con lo cual aumenta la respiracion a un estado similar al estado 3,
donde la velocidad del flujo de electrones esta limitada solo por la capacidad de la
cadena respiratoria. Los resultados son expresados como promedio £ SEM, N = 3. *** =
p < 0,001 con respecto a MPENQ. Cada sustrato se normalizo por su propio control de
respiracion maxima.
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EFECTO DE MPENQ SOBRE PARAMETROS BIOENERGETICOS EN
CELULAS MCF7 Y MDA-MB-231

El compuesto MPENQ es capaz de alterar el funcionamiento de la cadena transportadora
de electrones, puesto que ejerce una accion inhibitoria en los complejos 1 y 11, lo cual se
traduce en una alteracién en el funcionamiento normal de la mitocondria que puede

desencadenar en un efecto antiproliferativo.

Para evaluar como MPENQ es capaz de afectar la homeostasis mitocondrial, se
evaluaron cambios en los pardmetros bioenergéticos, los cuales dan cuenta del estado
metabolico de las células analizadas tales como: el contenido intracelular de ATP, los
niveles intracelulares de NAD(P)H y la produccion de ROS mitocondrial

Teniendo en cuenta lo presentado en secciones anteriores, se evalué el efecto de
MPENQ sobre la respiracion dependiente de la sintesis de ATP (Figura 7-D),
sugiriendo una disminucion en la sintesis de este nucledtido. Por lo tanto, se midieron
los niveles intracelulares de ATP en lineas tumorales MCF7 y MDA-MB-231, las cuales

se trataron con distintas concentraciones de MPENQ (5-25 uM) por 2 horas.

Como se muestra en la Figura 10-A, MPENQ produce una disminucion en los niveles
de ATP en MCF7 y MDA-MB-231, en forma dependiente de la concentracion. A 5 uM
de MPENQ), el contenido de ATP total disminuyo significativamente en MCF7 a 72,27 £
5,41%, y en MDA-MB-231 a 78,14 + 4,05 %.

Para comprobar que la disminucion de los niveles de ATP es producto de la alteracion
mitocondrial que realiza MPENQ y no de una alteracion en la permeabilidad de la
membrana externa de las células analizadas, se evaluo la integridad de ésta mediante el
ensayo de incorporacion de PI. Celulas MCF7 no incorporaron Pl (Figura 10-C),
indicando que mantienen su membrana integra a las concentraciones de MPENQ
utilizadas. En contraste células MDA-MB-231 luego de 2 horas de tratamiento,

presentan un deterioro importante de la permeabilidad (Figura 10-D). Estos resultados

30



indican que el compuesto actla rapidamente en las células MDA-MB-231 afectando la
homeostasis mitocondrial y la permeabilidad de la membrana en comparacion con las
células MCF7.

Debido a las caracteristicas moleculares y el efecto inhibitorio que presenta MPENQ, se
determind si este compuesto al interferir con la CTE puede afectar los niveles de ROS
mitocondrial en células tumorales. MPENQ aumentd la fluorescencia de la sonda
respecto al control de manera dosis dependiente, entre 5 y 25 yuM de manera
significativa (Figura 11), en especial en la linea celular MDA-MB-231 (Figura 11-B),
sugiriendo que MPENQ produce un incremento de anion superéxido a nivel
mitocondrial. Estos resultados indican que este compuesto puede actuar por un

mecanismo mediado por especies radicalarias a nivel mitocondrial.

Finalmente, se evalu6 como MPENQ afecta los niveles intracelulares de NAD(P)H,
debido a que éste nucledtido es la mayor fuente de equivalentes reducidos para el
sistema antioxidante dependiente de glutation (Chance et al., 1979). En la Figura 12-A
y 12-B se observa que MPENQ aumento la fluorescencia correspondiente a NAD(P)H
en ambas lineas tumorales a una concentracion de 5 uM, similar a rotenona, un inhibidor
conocido del complejo I. Lo anterior sugiere su acumulacion producto de la inhibicion
de la CTE. De manera interesante, a mayores concentraciones de MPENQ, el aumento a
5 UM MPENQ no se observd, por el contrario los niveles de NAD(P)H en células MCF7
caen por debajo del control. Lo anterior sugiere que la linea MCF7 frente a MPENQ,
utiliza los equivalentes de NAD(P)H, probablemente en la regeneracion de glutation

reducido.
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Figura 10: Efecto de MPENQ sobre los niveles de ATP intracelulares. Efecto de
MPENQ sobre niveles ATP intracelulares en células (A) MCF7 y (B) MDA-MB-
231. Los niveles de ATP intracelular se obtuvieron mediante el ensayo luciferin-
luciferasa previa incubacion con MPENQ durante 2 horas. Se utilizé oligomicina
1mg/mL. Incorporacion de Pl a 2 horas en células (C) MCF7 y (D) MDA-MB-231.
Los datos de incorporacién de Pl se obtuvieron mediante citometria de flujo previa
incubacion con MPENQ durante 2 horas. Los resultados son expresados como promedio
+ SEM, N =3. *=p <0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001 con respecto al control. El
control corresponde a células incubadas con DMSO durante 2 horas.
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Figura 11: Efecto de MPENQ sobre la produccion de anion superoxido en lineas
(A) MCF7 y (B) MDA-MB-231. La intensidad de fluorescencia media de MitoSOX®
Red se obtuvo mediante citometria de flujo. Los resultados son expresados como
promedio £ SEM, N = 3. * = p < 0,05; *** = p < 0,001 con respecto al control. El
control corresponde a células incubadas con DMSO durante 2 horas.
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Figura 12: Efecto de MPENQ sobre los niveles intracelulares de NAD(P)H en
células (A) MCF7 y (B) MDA-MB-231. La fluorescencia de NAD(P)H se obtuvo a
428nm mediante un espectrofluorémetro. Se utilizé rotenona 5 uM. Los resultados son
expresados como promedio £ SEM, N = 3. ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 con respecto
al control. El control corresponde a células incubadas con DMSO durante 1 hora.
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NAC Y CATALASA PROTEGEN FRENTE AL EFECTO
ANTIPROLIFERATIVO DE MPENQ
Debido a las caracteristicas presentadas por MPENQ al inhibir el flujo de electrones en
el complejo 1'y el complejo 1l con la consiguiente produccion de ROS mitocondrial, se
evalué si las especies reactivas de oxigeno estan involucradas en el efecto

antiproliferativo del compuesto.

Para determinar lo anterior, se utilizo el antioxidante NAC a la concentracion de 5 mM,
donde la proliferacion no present6 diferencias con respecto al control, en ninguna de las
lineas utilizadas (Figura 13-A para células MCF7 y Figura 13-C para MD-MB-231).

Se determind este efecto por el ensayo de MTT, en el cudl las células se cultivaron con
MPENQ en un rango de 5 a 50 uM, en ausencia y presencia de NAC 5 mM, durante 48
horas. En la Figura 13-B y Figura 13-D se observa que la disminucion en la
proliferacion celular, en MCF7 y MDA-MB-231 respectivamente, es prevenida en
presencia de NAC de manera significativa en la mayoria de las concentraciones de
MPENQ. Este efecto protector se aprecia en forma mas significativa en la linea MCF7.

Por otra parte, considerando el aumento en la produccion de anion superoxido
mitocondrial (Figura 11), el cual es transformado a per6xido de hidrégeno por la
enzima superoxido dismutasa (SOD) y éste es detoxificado por catalasa, se decidio
incubar las células con catalasa PEG (CAT PEG).

Se determin0 el efecto mediante el ensayo de MTT, en donde las células se cultivaron
con MPENQ en un rango de 5 a 25 uM, en ausencia y presencia de CAT PEG 100 U, la
cual no afecta la proliferacion celular de acuerdo a lo reportado (Pramanik et al., 2011),
durante 48 horas. En la Figura 14-A se observa que la disminucién en la proliferacion
celular en MCF7 es prevenida en presencia de CAT PEG a 25 uM de MPENQ de
manera significativa, no asi en la linea MDA-MB-231 (Figura 14-B).

Ambos resultados sugieren que ROS esta involucrado en el efecto antiproliferativo del
compuesto al prevenir la disminucion de la proliferacion con NAC vy catalasa.
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Figura 13: Efecto protector de NAC frente al efecto antiproliferativo de MPENQ.
(A) Efecto de NAC sobre la proliferacién en células (A) MCF7 y (C) MDA-MB-231.
Efecto de MPENQ + NAC sobre la proliferacion en células (B) MCF7 y (D) MDA-
MB-231. Las células fueron expuestas a concentraciones crecientes (5 a 50 uM) de
MPENQ durante 48 horas. El efecto sobre la proliferacion se estim6 mediante el ensayo
de MTT. Los resultados son expresados como promedio = SEM, N = 3. *** = p < 0,001
con respecto al control. EI control corresponde a células incubadas con DMSO durante
48 horas. #=p <0,001; 6=p <0,05.
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Figura 14: Efecto protector de catalasa frente al efecto antiproliferativo de
MPENQ. Efecto de MPENQ + catalasa sobre la proliferacion en células (A) MCF7
y (B) MDA-MB-231. Las células fueron expuestas a concentraciones crecientes (5 a 50
puM) de MPENQ durante 48 horas. El efecto sobre la proliferacidn se estimé mediante el
ensayo de MTT. Los resultados son expresados como promedio £ SEM, N = 3. *** = p
< 0,001 con respecto al control. El control corresponde a células incubadas con DMSO

durante 48 horas. # = p <0,001.
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EFECTO DE MPENQ SOBRE LOS NIVELES DE GLUTATION EN CELULAS
TUMORALES

Glutation (GSH), es la principal molécula antioxidante presente en células y se ha
reportado que tiene directa relacion en la regulacion de ROS mitocondrial. La
desregulacion en los niveles de GSH esta relacionado con el estrés oxidativo y la
induccion de muerte celular (Franco and Cidlowski, 2009). GSH actla para reducir el
anion superoxido y el peréxido de hidrégeno generando el producto oxidado GSSG, el
cual se reduce nuevamente a GSH por la glutation reductasa, enzima que utiliza

equivalentes de NAD(P)H como sustrato (Chance et al., 1979).

Dada la importancia de GSH en el control del estrés oxidativo, se midio el efecto de
MPENQ sobre los niveles intracelulares de dicho tripéptido. Para ello se utiliz6 la sonda
fluorescente CMFDA, entregando una medicion indirecta de la cantidad total de GSH
presente. En células MCF7 y MDA-MB-231, la incubacion con MPENQ durante 2
horas, no produce cambios respecto al control (Figura 15), sugiriendo que este proceso
de detoxificacion no esta fuertemente alterado impidiendo a que el proceso de necrosis

fuese un mecanismo de muerte celular importante.
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Figura 15: Efecto sobre los niveles de GSH en células (A) MCF7 y (B) MDA-MB-
231. Las células fueron expuestas a concentraciones crecientes de MPENQ (5 a 50 uM)
durante 48 horas. Los niveles de GSH se midieron mediante la sonda CMFDA. Los
resultados son expresados como promedio + SEM, N = 3. El control corresponde a
células incubadas con DMSO durante 2 horas.
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MPENQ INDUCE APOPTOSIS EN LINEAS TUMORALES HUMANAS

Se ha descrito que alteraciones en las funciones bioenergéticas, como la disminucion del
potencial de membrana, sintesis de ATP y la generacion de ROS inducen la muerte
celular. De acuerdo a los resultados presentados anteriormente, se determiné el tipo de
muerte que el compuesto MPENQ es capaz de producir en células MCF7 y MDA-MB-
231. Para ello se evaluaron parametros morfologicos y bioquimicos clasicos de la muerte
celular, como la exposicion de fosfatidilserina, un marcador de apoptosis, el cual puede
ser identificado mediante anexina V (AV) y la permeabilizacion de la membrana

plasmatica, que se aprecia por la incorporacién de yoduro de propidio (PI).

En la Figura 16-A se observa que en células MCF7, luego de 24 horas de incubacion
con MPENQ (5 — 25 uM), el compuesto induce apoptosis, la cual puede ser diferenciada
como apoptosis temprana, definida como poblacion PI-/AV+ vy tardia (poblacién
PI+/AV+). En la Figura 16-B se presenta apoptosis total, la cual aumenta
significativamente hasta un 75,27 + 11,77% a 25 puM. Ademas, se evalud la presencia de
necrosis (poblacion PI+/AV-), en la Figura 16-C, la cual no supera el 4% en todas las
concentraciones. De la misma manera, en la Figura 17-A se observa en células MDA-
MB-231 un aumento significativo de la apoptosis temprana, pero principalmente tardia
luego de 24 horas de tratamiento. En la Figura 17-B se presenta apoptosis total, la cual
alcanza hasta un 75,37 + 5,04% a 25 uM. En el caso de la poblaciéon PI+/AV- (Figura

17-C), éstas no superan el 3% en todas las concentraciones.

Estos resultados sugieren que el compuesto MPENQ induce predominantemente muerte

celular apoptdtica en ambas lineas tumorales.

39



Conirol Snil LT 15 pA

[
[
Anexina V
B C.
100 ' 100
¢ %
X s80- == * 80-
E o
LE) 60+ EL) 60+
I 401 E 404
=) o
8 204 ?:j 20
© O
o 0- 2 ol
$o % K o ®%o °> K q3>
Q I | Q I 1
MPENQ [pM] MPENQ [uM]

Figura 16: Efecto de MPENQ sobre el tipo de muerte celular en MCF7. (A) Efecto
de MPENQ sobre la muerte celular en MCF7. (B) Apoptosis total (temprana y
tardia) y (C) poblacion PI+/AV-. Las células fueron expuestas a concentraciones
crecientes (5 a 50 uM) de MPENQ durante 24 horas. El tipo de muerte se determiné
mediante citometria de flujo por incorporacion de Anexina V y PI. Los resultados son
expresados como promedio + SEM, N = 3. ** = p <0,01; *** = p < 0,001 con respecto
al control. El control corresponde a células incubadas con DMSO durante 24 horas.
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Figura 17: Efecto de MPENQ sobre el tipo de muerte celular en MDA-MB-231. (A)
Efecto de MPENQ sobre la muerte celular en MDA-MB-231. (B) Apoptosis total
(temprana y tardia) y (C) poblacion PI+/AV-. Las células fueron expuestas a
concentraciones crecientes (5 a 50 uM) de MPENQ durante 24 horas. El tipo de muerte
se determind mediante citometria de flujo por incorporacién de Anexina V y PI. Los
resultados son expresados como promedio £ SEM, N = 3. * = p <0,05; ** = p < 0,01;
*** = p < 0,001 con respecto al control. El control corresponde a células incubadas con
DMSO durante 24 horas.
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MPENQ AFECTA LA MIGRACION DE CELULAS TUMORALES
MDA-MB-231

Se ha descrito que una de las dificultades en el tratamiento del cancer de mama y la
principal causa de muerte se debe al comportamiento invasivo de las células tumorales,
debido a la migracién que presentan, las cuales producen metéstasis (Weng and Yen,
2012). Dado lo anterior, se utiliz la linea tumoral MDA-MB-231, la cual ha sido
reportada como altamente invasiva (Blick et al., 2008). Para observar los cambios de
migracion en las células MDA-MB-231 se utilizé el ensayo de la herida. Se trataron las
células con MPENQ a concentraciones de 1 y 2,5 UM, las cuales no afectan la viabilidad

a 24 horas como se observa en la Figura 18-A.

Se observa en la Figura 18-B, que luego de 24 horas de exposicion, el control es capaz
de avanzar un 28,03 £ 4,37%, con respecto al 100% del area de la herida. En cambio en
las células expuestas a MPENQ 2,5 UM sdlo se observa un avance de 11,30 £ 3,90%, lo
cual es significativo. Este resultado sugiere que MPENQ es capaz de inhibir la

migracion a bajas concentraciones.
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Figura 18: Efecto de MPENQ sobre la migracién en células MDA-MB-231. (A)
Efecto de MPENQ sobre la viabilidad en células MDA-MB-231. Las células fueron
expuestas a concentraciones crecientes (1 a 10 uM) de MPENQ durante 24 horas. El
efecto sobre la proliferacion se estimd mediante el ensayo de MTT. (B) Efecto de
MPENQ sobre la migracion en células MDA-MB-231. Las células fueron expuestas a
concentraciones 1 y 2,5 uM de MPENQ durante 24 horas. El ensayo de migracion se
realiz6 mediante el ensayo de la herida. Cada concentracion estd normalizada por su
propio control a tiempo 0. Los resultados son expresados como promedio + SEM, N = 3.
* = p <0,05; *** = p < 0,001 con respecto al control. El control corresponde a células
incubadas con DMSO durante 24 horas.
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6. DISCUSION

Las células tumorales presentan patrones metabdlicos especificos, debido a su creciente
necesidad de una serie de macromoléculas para sostener la alta tasa de proliferacion
(Ferreira et al., 2012). Para lograr sobrevivir, las células son capaces de alterar los
distintos procesos metabolicos para generar precursores para las distintas reacciones
bioenergéticas. Una de las caracteristicas principales del cancer es la aumentada
glicolisis aerdbica, descrita por Warburg, que le confiere a las células tumorales la
posibilidad de proliferar en ambientes desfavorables en el que se encuentran con baja
disponibilidad de nutrientes e hipoxia (Semenza, 2009). Ademas presentan adiccion a la
glutamina, aumento de la sintesis de &cidos grasos y aumento en la via de las pentosas
(Pathania et al., 2009). Los procesos previamente mencionados se definen como
reprogramacion metabdlica (Hanahan and Weinberg, 2011) y una interesante estrategia
terapéutica seria alterar dichos procesos.

Se ha reportado que las 1,4-naftoquinonas poseen una variedad de propiedades
farmacoldgicas, dentro de las que destaca su accion anticancerigena (Kayashima et al.,
2009; Lee et al., 2007; Seshadri et al., 2011). Se ha descrito que 1,4-naftoquinona, 6-(4-
metil-pent-3-enil)-1,4-naftoquinona (MPENQ, Figura 2), exhibe actividad citotdxica en
una variedad de células tumorales (pulmdn, colon, piel) con valores de 1Cso en el rango
de 1 a 10 uM (Miguel del Corral et al., 2002). Ademas se reporté que MPENQ es capaz
de inhibir la respiraciébn mitocondrial en células tumorales murinas TA3-MTX-R
(Araya-Maturana et al., 2006). En el presente trabajo se examin6 el mecanismo de
accion a nivel mitocondrial del compuesto MPENQ sobre dos lineas representativas de
cancer de mama humano MCF7 y MDA-MB-231. Se utiliz6 este modelo por las
caracteristicas bioenergéticas que presenta cada linea, siendo las células MCF7
oxidativas y las células MDA-MB-231 altamente glicoliticas (Moreno-Sanchez et al.,
2014).
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Los resultados obtenidos indican que MPENQ disminuye la proliferacion de manera
dependiente de la concentracion en células MCF7 y MDA-MB-231 (Figura 3) con
valores de ICso de 11,5 + 1,30 y 17,82 + 2,69 uM respectivamente a 48 horas.
Paralelamente se evalu0 el efecto antiproliferativo del compuesto en células de epitelio
mamario normal MCF-10A, como indicador de selectividad. Los resultados indican que
MPENQ presenta un ICso similar a las lineas tumorales estudiadas (Tabla 1). Sin
embargo a 5 y 10 uM no tiene efecto significativo sobre la proliferacion en la linea

normal (Figura 4).

Por otra parte, NQO1 corresponde a una enzima, la cual es capaz de metabolizar
quinonas a hidroquinonas evitando la formacién de la semiquinona que produce
radicales libres y el ciclo redox (Dinkova-Kostova and Talalay, 2010). Se ha observado
que esta enzima tiene la capacidad de disminuir la actividad de un compuesto al
metabolizarlo, detoxificando las células (Sutton et al., 2012). Sin embargo, se ha
descubierto que es necesaria para la activacion de compuestos como estreptonigrina
(Lewis et al., 2005). Debido a que MPENQ presenta un nucleo quindnico, existe la
posibilidad que esta enzima pueda afectar la actividad de dicho compuesto. Se ha
reportado que la linea MCF7 sobre-expresa esta enzima (Sutton et al., 2012). Nuestros
resultados indican que su accion no estd mediada por NQO1, debido a que inhibiendo su
actividad enzimatica no hay efecto en la actividad antiproliferativa del compuesto
(Figura 5).

Con respecto al efecto del compuesto sobre la capacidad de formacion de colonias, se
logra comprobar que a las concentraciones utilizadas (5 y 10 uM) (Figura 6), en las
cuales la viabilidad disminuye en un 20% aproximadamente (Figura 18), las colonias
con el transcurso de los dias no son capaces de recuperarse. De acuerdo a lo descrito por
Bolton sobre el mecanismo de accion del ndcleo quinonico (Bolton et al., 2000) que
posee el compuesto MPENQ, se sugiere que éste es capaz de unirse covalentemente a
biomoléculas vitales como proteinas y acidos nucleicos, evitando asi la formacién de

colonias en las células tumorales.
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Considerando los modelos celulares utilizados, se evalu6 el efecto del compuesto sobre
el metabolismo celular y se comprob6 que es capaz de inhibir la respiracion celular.
MPENQ fue capaz de disminuir de manera significativa la respiracion maxima
mitocondrial, lo cual sugiere que el compuesto es capaz de afectar la CTE. Si se
presentan alteraciones en la CTE, se produce una disfuncion mitocondrial, lo que
conlleva a una disminucion en la produccién de ATP y la capacidad energética de la
célula, aumenta la formacion de anién superdxido y con ello otras especies reactivas de
oxigeno, lo que finalmente promueve la liberacion de factores pro-apoptético (Scheffler,
2001).

Es importante notar la diferencia en la respuesta compensatoria que presenta cada linea
celular frente a la accion de MPENQ. Una vez producida la inhibicién en la cadena
transportadora de electrones, MCF7 produjo una rapida respuesta glicolitica (Figura 7-
C). Se ha reportado ampliamente que las células MDA-MB-231 presentan una actividad
oxidativa disminuida y una glicolisis aumentada (Robey et al., 2008), es por ello que no
se esperaba una respuesta compensatoria por efecto del compuesto (Figura 8-C).

MPENQ disminuye la respiracion acoplada a la sintesis de ATP en las células MCF7.
Consecuente con esto, el compuesto produce una disminucion en los niveles
intracelulares totales de ATP en las lineas tumorales (Figura 10-A y 10-B). Se ha
observado que compuestos con capacidad de disminuir la CTE presentan similar
comportamiento (Jafa et al., 2013; Pramanik et al., 2011; Urra et al., 2013). El tiempo
Optimo de tratamiento para medir una caida de ATP y una minima permeabilizacion
producto de la accion de MPENQ se realiz6 mediante el ensayo de incorporacion de
yoduro de propidio. Asi se comprobé que la naftoquinona estudiada es capaz de afectar
rapidamente la permeabilidad de la membrana celular en la linea MDA-MB-231 (Figura
10-D). Bajo las condiciones experimentales, la caida de los niveles de ATP por accion
del compuesto se debe por un efecto directo en el transporte de electrones y/o la
permeabilizacién de la membrana. En las células MCF7 los resultados indican que la

disminucion se debe por malfuncionamiento de la CTE al no presentar permeabilizacion
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de membrana. En cambio en la linea MDA-MB-231, al tiempo de exposicion la
membrana se permeabilizé rapidamente, lo cual sugiere que dicha linea es mas sensible
al compuesto afectando otras funciones mitocondriales que requieran del acoplamiento

del flujo de electrones.

Con respecto a la inhibicion observada que produce el compuesto, se evalud en qué sitio
de la CTE ocurre. Se ha descrito que en mamiferos, el complejo I: NADH
ubiquinona:oxidorreductasa es el principal punto de entrada de los electrones a la CTE.
Este oxida NADH a NAD*, reduce a la ubiquinona a ubiquinol, y usa la diferencia de
potencial redox para mover protones a través de la membrana interna mitocondrial. Los
protones transportados contribuyen a mantener la fuerza proton motriz (Ap) necesaria
para la sintesis de ATP y otros procesos de transporte (Hirst, 2010). Ademas, esta
ampliamente reportado que el complejo | es una de las principales fuentes de ROS
(Murphy, 2009). Por su parte, el complejo II: succinato deshidrogenasa posee una
actividad dual, une las vias metabdlicas mas importantes de la mitocondria: el ciclo de
Krebs y la fosforilacién oxidativa (Cecchini, 2003) y oxida el succinato a fumarato,
transfiriendo los electrones a la ubiquinona para entregarlos al complejo Ill vy
posteriormente al IV, lo que corresponde a otro punto de entrada de los electrones
(Ackrell, 2000). La mitocondria es reconocida como una de las mayores fuentes de
ROS, debido a la incompleta reduccién del oxigeno durante el flujo de electrones (Xiao
et al., 2008). El complejo I y Ill son reconocidos como los mayores productores de
especies reactivas de oxigeno (Brand, 2010). Sin embargo el impacto del complejo Il en
la produccién de ROS ha sido subestimada durante el Gltimo tiempo. Estudios recientes
han demostrado que el complejo Il puede producir ROS de manera significativa cuando
la CTE esta inhibida (Quinlan et al., 2012; Siebels and Drose, 2013). MPENQ se
presenta como un inhibidor dual del complejo I y Il (Figura 9), lo cual no se ha sido
reportado extensamente. Con respecto al complejo | se conocen diversos inhibidores y la
mayoria inducen la generacion de ROS, como es el caso de rotenona (Moreno-Sanchez
et al., 2007). En el caso del complejo Il, se ha observado que el inhibidor succinato de a-

tocoferol (a-TOS), es capaz de inducir apoptosis por una rdpida generacion de ROS
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(Kluckova et al., 2013). Por lo tanto, considerando que ambos complejos son capaces de
aumentar la produccién de ROS independientemente, es posible sugerir que al inhibir de

manera simultanea ambos complejos, la cantidad de ROS producida sera mayor.

Debido a que los niveles de ROS son elevados en células tumorales, lo que contribuye a
la proliferacion, crecimiento y migracion, a diferencia de sus pares normales
(Trachootham et al., 2006), dichas células son més susceptibles a estimulos exdgenos
que aumenten la cantidad de ROS, superando su capacidad antioxidante. Como se
presentd anteriormente, inhibir los complejos enziméaticos mitocondriales conlleva a un
aumento en la produccion de ROS. Esto ocurre debido a la acumulacién de electrones a
lo largo de la CTE, que pueden ser capturados por el oxigeno, formando anion
superoxido (Schumacker, 2006). Esto es consecuente con lo observado en ambas lineas
tumorales, en las cuales los niveles de anidén superoxido mitocondrial aumentan
significativamente (Figura 11). Por lo tanto, de acuerdo a la hipdtesis planteada, se
observd que el ROS producido por la inhibicion de los complejos | y Il esta
estrechamente relacionada con el efecto antiproliferativo, debido a que NAC, un
antioxidante comun, y catalasa, una enzima detoxificante que cataliza la descomposicién
de peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua, fueron capaces de prevenir el efecto
antiproliferativo de MPENQ en células MCF7 (Figuras 13 y 14). En el caso de las
células MDA-MB-231 no se logré apreciar el efecto protector, puesto que por la
excesiva produccion de ROS, los antioxidantes utilizados no son capaces de prevenir el
efecto de MPENQ.

Considerando la naturaleza detoxificante y antioxidante del glutation, el cual es
responsable de mantener el balance redox (Trachootham et al., 2006), se esperarian
cambios en el contenido total celular debido a la alta produccion de ROS por MPENQ.
Ademas el compuesto produce una drastica disminucion de los equivalentes reducidos
de NAD(P)H a altas concentraciones de MPENQ (Figura 12), los cuales son necesarios
para la regeneracion de GSH. Debido a lo anterior se cuantific la cantidad de GSH

(Figura 15), pero no se presentaron cambios en ninguna de las lineas tumorales, lo cual
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sugiere que la disminucidon de dicho tripéptido requiere mayor tiempo del que fue
medido para encontrar una disminucién importante o problemas en la técnica empleada,
la cual al medir los tioles totales, puede no ser lo suficientemente sensible para censar

estos cambios.

Se ha reportado que las naftoquinonas inducen apoptosis en células tumorales a traves de
del exceso de formacion de ROS (Aithal et al., 2009; Simamura et al., 2006), que es
capaz de activar de vias de sefializacion pro-apoptéticas y caspasas (Curtin et al., 2002;
Higuchi, 2004). MPENQ al afectar la bioenergética de las células tumorales e inducir la
formacion de altas cantidades de ROS, no solo es capaz de afectar la proliferacion, sino
que ademas, induce apoptosis en células MCF7 y MDA-MB-231 (Figura 16 y Figura
17).

Por otra parte, se observo el efecto del compuesto MPENQ sobre la migracion. Una de
las caracteristicas importantes que presentan las células que migran es la formacion de
lamelopodios. La formacién de éstos depende de la reorganizacion y ensamblaje del
citoesqueleto, lo que permite a las células impulsarse hacia otros lugares y requiere de
altas cantidades de energia (Hood and Cheresh, 2002). La mitocondria juega un rol
importante en la produccién de energia al sintetizar ATP por fosforilacién oxidativa o
glicolisis. Ademas contribuye a la homeostasis del calcio, necesario para la contraccion
y relajacion del citoesqueleto (Zhao et al., 2013). Por lo tanto se evalué si MPENQ es
capaz de inhibir la migracion en la linea MDA-MB-231, las cuales tienen capacidad
migratoria. Se observOd que el compuesto disminuye el avance de las células en
concentraciones en las cuales la viabilidad no se ve afectada (Figura 18). Esto se debe a
que el compuesto es capaz de disminuir los importantes niveles de ATP necesarios para
la migracion, los cuales escapan de las células MDA-MB-231 al existir permeabilizacion

de membrana.
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Figura 19: Efectos de MPENQ sobre la cadena transportadora de electrones
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7. CONCLUSIONES

MPENQ presenta selectivamente efectos antiproliferativos en células tumorales MCF7

y MDA-MB-231 en un rango de concentracion de 5 a 10 uM.

MPENQ inhibe la respiracion en células MCF7 y MDA-MB-231, afectando la maxima

respiracion mitocondrial

La inhibicion de la respiracién mitocondrial producida por MPENQ ocurre en el

Complejo I (NADH deshidrogenasa) y 1l (Succinato deshidrogenasa).

MPENQ genera una disfuncion mitocondrial en células tumorales MCF7 y MDA-MB-
231 al inhibir el flujo de electrones, lo cual conlleva a una disminucion de los niveles de

ATP, aumento de los niveles de ROS y disminucion en los niveles de NAD(P)H.

MPENQ induce muerte celular por apoptosis en células tumorales MCF7 y MDA-MB-
231.

MPENQ inhibe la  migracion en  células tumorales = MDA-MB-231.
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