UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

“Estudio metabolomico por RMN de la linea tumoral MDA-MB-231 tratada
con Casiopeinas®”

TESIS

PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA

Q. Karen Resendiz Acevedo

TUTOR: Dra. Lena Ruiz Azuara
Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autbnoma de México.

Ciudad de México, Noviembre, 2020.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JAh JQ A
A " NS \ AN A

Ciencias Quimicas

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

“Estudio metabolémico por RMN de la linea tumoral MDA-MB-231 tratada
con Casiopeinas®”

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA

Q. Karen Resendiz Acevedo

\%
_(HEWCYR'S
Quimicas giydad de México, de 2020.




JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Dr. Julio César Aguilar Cordero
VOCAL: Dr. Francisco Javier Camacho Arroyo
VOCAL: Dra. Martha Robles Flores
VOCAL: Dr. Arturo Jiménez Sanchez

SECRETARIO: Dra. Daniela Araiza Olivera Toro

Sitio donde se realizé el proyecto:
Laboratorios 5, 210 (Laboratorio de Quimica Inorgdnica Medicinal) del

Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear, Facultad de Quimica, UNAM.

Laboratorio Universitario de Resonancia Magnética Nuclear, Instituto de
Quimica, UNAM.




Agradecimientos

A la Dra. Lena Ruiz Azuara, por la direccion de este proyecto y por permitirme seguir

desarrollandome profesionalmente en su grupo de trabajo.
A CONACYyT por la beca otorgada con numero de CVU. 822505.

Al Laboratorio Universitario de Resonancia Magnética Nuclear (LURMN) del

Instituto de Quimica.

A la Dra. Nuria Esturau Escofet, por su colaboracion en este trabajo, por el apoyo en
la adquisicion de los espectros de RMN, en el analisis de las muestras, por su

tiempo y por las observaciones realizadas a este escrito .

A la M. En C. Martha Elena Garcia, por su apoyo y asesoria durante mis visitas a
LURMN, asi como a todos los integrantes del grupo de trabajo de la Dra. Nuria

Esturau.

A la M. En C. Circe Hernandez por la asesoria en el desarrollo de la metodologia y
por la resolucion de dudas.

A la Dra. Daniela Araiza y a su alumno Luis, por su tiempo, atencién en la resolucion
de dudas.

Al M. en C. Mauricio Gonzalez Ballesteros y al Q.B.C. Rogelio Hurtado Alamea, por
ser mi equipo en el laboratorio 5 y por su apoyo en el desarrollo experimental del

proyecto.

Al M. en C. Adrian Espinoza Guillén, por su valioso apoyo técnico, por siempre
escucharme y por ser para mi, mas que nuestro técnico académico.

A la Dra. Silvia Davila Manzanilla por sus observaciones y recomendaciones para la
realizacion del trabajo.

Al jurado designado por su tiempo, atencion y observaciones realizadas a este
trabajo.
4




A mis compafieros del laboratorio 210 y 05, por sus observaciones y aportaciones
para la realizacion de este proyecto.

A los proyectos UNAM-FQ PAIP 50009047, CONACYT CB179119.




ADTEVIALUIAS ..oiiiii i s IX
13T [TeT=X LR A Lo [V L= T TR Xl
[T IToT=e (= =1 o E= T TSP Xl
13T [TeT=X [N L= 1 ToT= TR XIV
L ANTECEUEBNTIES ..o e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaes 1
I 7o [0 = S TP U TR URURRTR 2
1.2. MetaboliSmO tUMOTaL...........oiiiiee e 3
1.2.1. EfeCtO WaArDUIG ..o e e e e e 4
1.2.2. GIUCOIISIS €N CANCET ...ttt e e e et e e e s ent e e e e ennaeeeeannneeeeeenneees 5
1.2.3. GlutaminGliSisS €N CANCET .........uuuuueiiiiiiii s nnannnnnas 8
1.2.4. Sintesis de 4CidOS grasos €N CANCET .........vuiuiiii e e 9
1.2.5. AMINOACIAOS BN CANCEN ... .o e e 10
1.3. Especies reactivas de 0Xigen0 €N CANCE ..........uuuuuuuuuuiuumnuiians 11
1.4. RMN en estudios de metabolOmica.............uuuiiii e 12
LT O 1Sy o] o 1T g - T3PS 15
1.5.1. Mecanismo de accion de las Casiopeinas® ...........cccecvveeieieiiciese e 17
1.6. Casiopeinas®y su efecto sobre el metabolismo celular .............c.cccooveeeeieeieenenen. 18
P2 TV 13 4} o= o o | o TR SPR 21
3. HIPOLESIS Y ODJELIVOS ..eeiiiiiiiiiiiie ettt 24
4. Material Y METOUOS ..uveieeeiiee e e e e e e s e e e e e e e e e e e ananes 27
5. Resultados y analisis de resultados ... 35
6. DIiSCUSION d€ reSUItAUOS ...ccociieiiee e 64
0T g o3 1T 1] [0 o 1= U 71

8. BiblOgrafia.....cc.uuiiiiiiiiiic e ———— 73




9. ANEXO A. caracteristicas fisicoquimicas de las Casiopeinas® empleadas.86
10. ANEXO B. Resultados de los experimentos de viabilidad .................c...... 88

11. ANEXO C. Resultados de los experimentos de QEA Y PEA .......ccovvveeeee. 93

Vi




Abreviaturas

3BrPyr 3-bromopiruvato
acac Acetilacetonato
ADN Acido desoxirribonucleico
ADNmt Acido desoxirribonucleico mitocondrial
AE Analisis elemental
ATP Adenosin trifosfato
Caslll-ia Nitrato de 4,4’-dimetil-2,2’-bipridina
acetilacetonato cobre(ll) monohidratado
Clso Concentracién inhibitoria media
CoA Acetil coenzima A
DC Dicroismo circular
DLso Dosis letal media
DMEM-F12 Medio Eagle modificado por Dulbecco
enriquecido con la mezcla de nutrientes F-12
FADH2 Flavin adenin dinucledétido
GCL Glutation cisteina ligasa
Glut 1 Transportador de glucosa 1
Glut 3 Transportador de glucosa 3
GSH Glutation reducido
HIT1l-a Proteina 1-alfa inducida por hipoxia
HKII Hexocinasa Il
IR Infrarrojo
MTT Bromuro de tetrazolio
NADH Nicotinamida adenina dinucledétido
NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
o]V Organizacién Mundial de la Salud
OPLS Proyecciones ortogonales a estructuras
latentes
OPLS-DA Proyecciones ortogonales a estructuras

VI




latentes con analisis discriminante

OXPHOS Fosforilacion oxidativa
PBS Disolucion amortiguadora de fosfatos pH=7
PCA Analisis de componentes principales
PEA Pathway enrichment analysis
PFK-1 Fosfofructocinasa
PLS Regresién de minimos cuadrados parciales
PLS-DA Regresién de minimos cuadrados parciales
con analisis discriminante
QSAR Relacion cuantitativa estructura actividad
QEA Quantitative enrichment analysis
RMN Resonancia Magnética Nuclear
ROS Especies reactivas de oxigeno (Reactive
OXygen species)
salal Salicilaldehidato
SDS Dodecilsulfato de sodio
SDH Succinato deshidrogenasa
SOD Superdéxido dismutasa
TCA Via del acido tricarboxilico
TSP 3-(trimetilsilil)(?Ha)propanoato de sodio
UV-vis Ultravioleta-visible
VIP Importancia de la variable para la proyeccidn




Indice de figuras

Figura 1. Formacion de un tumor SOHdO..........coeiiiiiiii e, 2
Figura 2. Proceso de glucolisis en una célulanormal................ooiiiiiinnn. 5
Figura 3. Ciclo de KrebS. .....o.iii i e 6

Figura 4. Comparacion entre el proceso de glucdlisis llevado a cabo en una célula

normal y en una célula CanCeroSa. ... .. ..ot 7
Figura 5. Glutaminolisis en una célula cancerosa. .............coooiies ceieiiiiiiiiie e, 9
Figura 6. Sintesis de lipidos dentrode las células .................cooiiin. 10

Figura 7. Espectro de RMN obtenido para las células MG-63 tratadas con

CISPIAtINO. . .o e 13

Figura 8. Estructuras generales de las familias de las
CaSIOPEINAS ..o i 15

Figura 9. Red de vias metabdlicas perturbadas en células HelLa, después del

tratamiento con Casll-gly ... 19

Figura 10. Células MDA-MB-231 ... e 36

Figura 11. Espectro de RMN intracelular del tratamiento por 20 min de células MDA-
Y1 W oo o I = 1] || = USSR 38

Figura 12. Espectro de RMN extracelular del tratamiento por 20 min de células MDA-
11 O oo o = 1= | |- 40




Figura 13. PLS-DA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras

intracelulares de 10S 20 Y 40 MiN......ooi e 42

Figura 14. OPLS-DA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras

intracelulares de [0S 20 Y 40 MIN. ...ooooiiiiiieie e e e e e e e e 43

Figura 15. VIP de scores obtenido para los metabolitos intracelulares de los 20 y 40

Figura 16. Andlisis de clusters obtenido de acuerdo a los metabolitos intracelulares
(o L= o SR 0} 1 o 1 o PP 45

Figura 17. Heat map obtenido de acuerdo a la concentracion de los metabolitos

intracelulares @ 10S 20 Y 40 MIN.....oii i e e e e e e e eaenee 46

Figura 18. PCA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras

extracelulares de 10S 20 Y 40 MN ... e e 47

Figura 19. VIP de scores obtenido para los metabolitos extracelulares de los 20 y 40

Figura 20. Analisis de clusters obtenido de acuerdo a los metabolitos extracelulares
(o 1SN Lo TS 02 I 1 I 211 o PP PPPPUP 49

Figura 21. Heat map obtenido de acuerdo a la concentracion de los metabolitos

extracelulares @ loS 20 Y 40 MIN.......uuiiiiiiiiii e 50

XI




Figura 22. Resultados del analisis QEA para ambos tiempos correspondiente a las

MUESEIAS INTFACEIUIAIES. ... .. oo e, 52

Figura 23. Resultados del analisis QEA para ambos tiempos correspondiente a las

MUESEIAS EXITACEIUIAIES. ... oo e ettt e e e e eaeens 53

Figura 24. Resultados del analisis PEA para ambos tiempos correspondiente a las

MUESEIAS INTFACEIUIAIES. ... ..o oo e 54

Figura 25 . Resultados del analisis PEA para ambos tiempos correspondiente a las

MUESEIAS EXITACEIUIAIES. ... e e 55

Figura 26. Vias metabolicas reelevantes para las muestras sin tratamiento y con los

tratamientos obtenidas por QEA.........oo e 62

Figura 27. Vias metabdlicas reelevantes para las muestras sin tratamiento y con los

tratamientos obtenidas POr PEA....... ... e 63

Figura 28. Vias metabdlicas y metabolitos (coloreados en morado) reelevantes para

las muestras sin tratamiento y con tratamiento..............ccviiiiiii i, 64

Xl




Indice de tablas

Tabla 1. Resumen de las subfamilias de las Casiopeinas®..............cccccoeviiii. 16
Tabla 2. Clave y formula condensada de la Casiopeina® a evaluar...................... 27

Tabla 3. Concentraciones empleadas de los compuestos para la determinacion de la
Clso a 24 h enlalinea celular MDA-MB-231........ccooiiiiiii e 35

Tabla 4. Concentraciones inhibitorias medias de los compuestos de interés en la
linea celular MDA-MB-231 ... e 35

Tabla 5. Metabolitos identificados con su concentracion promedio (mM) en las

MUESIIAS EVAIUAAAS. ... e oo e ettt et e e ee e aeens 39

Tabla 6. Metabolitos extracelulares identificados con su concentracion promedio(mM)

€N 1aS MUESIIAS EVAIUATAS. .. ... e e 41

Tabla 7. Parametros de los modelos quimiométricos empleados para las muestras

INETACRIUIAIES . ... oo e e 44

Tabla 8. Parametros de los modelos quimiométricos empleados para las muestras

EXITACEIUIAIES . ..o 48

Xl




Indice de gréficas

Gréfica 1. Viabilidad promedio de células MDA-MB-231 con y sin tratamiento a

diferentes tiempos de incubacion ...

XV




Capitulo 1. Antecedentes




1. Antecedentes

1.1. Cancer

El cancer engloba a un conjunto de enfermedades relacionadas con division
descontrolada de células anormales que crecen e invaden las células sanas del
cuerpo. Esta enfermedad es causada por cambios en los genes que controlan
principalmente la forma en la que crecen y se dividen. Estos procesos, al verse
alterados, favorecen el crecimiento descontrolado de las mismas, lo que concluye
en la formaciéon de una neoplasia (tumor) [1,2]. Una neoplasia es una masa de
tejido que no posee funciodn fisioldgica y puede ser inofensiva o maligna [3,4]. En la
Figura 1, se ilustra el proceso de aparicion de un tumor maligno: una célula sana
sufre un dafno en un oncogene y/o en un gen supresor tumoral que la lleva a
convertirse en una célula mutada y con ello en una célula cancerosa, de manera
que comienza su reproduccion descontrolada hasta que la acumulacién de éstas

genera la formacion del tumor.

Paso 2. Dafio al ADN Paso 4. Division
descontrolada de la
célula mutada

Paso 5.
Acumulacion de
células mutadas

hasta la formacion
de un tumor

Paso 1. Célula sana Paso 3. Aparicién de
célula mutada

Figura 1. Formacion de un tumor sdlido [2,5]. El proceso va desde tener una célula sana,
la cual sufre un dafo en su ADN que resulta en una mutacion con la que adquiere la

capacidad de dividirse descontroladamente a su acumulacion.




Cuando una célula sana se convierte en una célula cancerosa adquiere nuevas
caracteristicas durante esta transicion: replicacion ilimitada, angiogénesis sostenida,

pérdida de apoptosis, invasion de tejidos y metastasis, entre otras [6,7].

Recientemente se ha observado que existen otras dos caracteristicas que también
poseen las células cancerosas: evasion del sistema inmune y reprogramaciéon del
metabolismo energético. Las caracteristicas metabdlicas de las células cancerosas,
asi como las vias a través de las cuales adquieren y reponen sus necesidades
metabdlicas, son diferentes de las de las células normales debido a la
reprogramacion metabolica [8]. Debido a que, con el aumento de divisidn celular se
requiere que las vias metabdlicas sean redisefadas y asi, la célula cancerosa logre
satisfacer sus demandas de ATP, NADPH, NADH; esto en su conjunto da como
resultado un metabolismo modificado en células tumorales favorecido por factores
intrinsecos y extrinsecos como la sefalizacion oncogénica y el microambiente

tumoral [7,9].

1.2. Metabolismo tumoral

El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquimicas que ocurren dentro de la
célula y que involucran la transformacién de moléculas complejas a moléculas mas
pequefias, constituyendo la base para la construccidn de otras. Estas reacciones se
pueden clasificar en reacciones de sintesis (anabolismo), descomposicion
(catabolismo) o eliminacion, y en conjunto mantienen el buen funcionamiento de la
célula. Por su parte, los metabolitos son todas aquellas moléculas pequefias (por
debajo de 1500 Da) [10] empleadas o producidas durante el metabolismo [11].

El metabolismo de una célula sana es distinto al metabolismo de una célula
cancerosa y algunas de las vias que se encuentran alteradas en estas ultimas, se

describen a continuacion.




1.2.1. Efecto Warburg

Las primeras aproximaciones sobre el metabolismo modificado en células tumorales
fueron realizadas en 1920 por Otto Warburg y colaboradores, quienes observaron
que los tumores absorbian enormes cantidades de glucosa en comparacion con
tejidos circundantes produciendo lactato a pesar de la suficiente disponibilidad de
oxigeno para llevar a cabo la oxidacion de la misma, esto fue denominado efecto
Warburg o glucdlisis aerobia siendo caracteristica distintiva de los tumores y [7], en
la mayoria de los casos, es un resultado de varios factores como la activacion de
oncogenes, la pérdida de supresores de tumores, el microentorno hipdxico y
mutacién en el ADN mitocondrial (ADNmt) [12]. Warburg y colaboradores plantearon
la hipotesis de que este evento podria ser la principal causa del cancer y atribuyeron
este efecto a una disfuncién mitoncondrial y con ello la falla de procesos como por
ejemplo la fosforilacion oxidativa (OXPHOS, por sus siglas en inglés) con la cual se
genera ATP [7,12,13].

Mas adelante, se descart6 esta idea, pues se observé que la OXPHOS mitocondrial
en la mayoria de los tipos de cancer se encuentra intacta [12,14], ademas de que,
con este dano, las células tumorales también se encontrarian afectadas
principalmente por las altas demandas catabdlicas y anabdlicas necesarias para su
proliferacion. Posteriormente se determindé que lo que de verdad ocurria es que,
para satisfacer estas demandas energéticas, habia procesos como la glucdlisis y la

glutamindlisis que se encontraban modificados en comparacion con células sanas

[6].




1.2.2. Glucdlisis en cancer

La glucdlisis (Figura 2) es el proceso mediante el cual una molécula de glucosa es
degradada a piruvato y posteriormente a acetil-coenzima A (CoA), a través diversas
reacciones catalizadas por enzimas. Esta via metabdlica provee intermediarios
indispensables para la generacion de energia dentro de la célula, siendo la glucosa

el sustrato principal del metabolismo energético para los mamiferos [11].

Glucosa

Glucosa ‘

ADP
Glucosa 6-fosfato

Fructuosa 6-fosfato === Fructuosa-2,6-difosfato

¥V ™ appP

Fructuosa-1,6-difosfato

Gliceraldehido-3-fosfato
(240P)

ACElil-COA s Piruvato === Lactato

Figura 2. Proceso de glucdlisis en una célula normal.

El proceso comienza con la ruptura de la molécula de glucosa hasta la formacién del

piruvato.

El ultimo paso del proceso de glucdlisis involucra la formacion de piruvato y acetil-
CoA. Este ultimo se metaboliza en una serie de compuestos intermediarios
constituyentes del ciclo de Krebs. En este, se liberan ATP y portadores de energia
(nicotinamida adenina dinucleétido fosfato [NADPH]) que suministran a la OXPHOS

de electrones, produciendo 18 veces mas ATP que la glucdlisis [14].




/ Isocitrato \

Citrato a-Cetoglutarato
Piruvato )
(proveniente de la P> Acetil- CoA
lucolisi ' v
glucolisis) Oxalacetato Ciclode Krebs  gsyccinil-CoA

NAD"

Malato Succinato

NADH \ / ATP
Fuma\ra;p

?

= FADHE ADP
— FAD
Figura 3. Ciclo de Krebs.

El proceso comienza con el piruvato proveniente de la glucélisis pasando por la

formacion del acetil-CoA precursor del mismo, su destino es la OXPHOS.

Cabe resaltar que la glucolisis proporciona varios metabolitos como por ejemplo la
glucosa-6-fosfato, piruvato, acetil-CoA, entre otros; utilizados como precursores en
la biosintesis de macromoléculas que se requieren para la proliferacion celular, asi
como intermediarios del ciclo de Krebs [15].

Cuando el oxigeno es limitante, las células pueden redirigir el piruvato producido en
la glucdlisis hacia la generacion de lactato (glucdlisis anaerdbica). Cerca del 85 %
de la glucosa se metaboliza hacia lactato y sélo aproximadamente el 15 % se
emplea para la OXPHOS incluso en condiciones aerdbicas, dando como resultado
una produccién minima de ATP en comparacion con la fosforilacion oxidativa [14]

este proceso se muestra en la Figura 4.




Célula normal Célula tumoral

t o | o
- - Glucosa
Glucosa Glucosa l
Piruvato Piruvato Piruvato
/ l 15% \ 85 %
Lactato Lactato Lactato
Mitocondria Mitocondria
Fosforilacion oxidativa: 36 Glucélisis aerobia: 2 ATP/ mol Glucdlisis aerobia: 4 ATP/ mol
ATP/ mol de glucosa de glucosa de glucosa

Figura 4. Comparacién entre el proceso de glucdlisis llevado a cabo en una célula

normal y en una célula cancerosa.

Se ha propuesto que el hecho de que la célula cancerosa prefiera un mecanismo de
generacion de energia mucho menos eficiente que la OXPHOS [16], podria estar
relacionado con Enzimas como la hexocinasa Il (HK Il), la cual cataliza el paso de
glucosa a glucosa-1-fosfato, fosfofructoquinasa (PFK-1) responsable del paso de
glucosa-6-fosfato a fructuosa-1,6-bifosfato y la piruvato cinasa, quien cataliza el
ultimo paso de la glucdlisis de fosfoenolpiruvato a piruvato, también se generan en
mayor cantidad en comparacién a una célula normal; mutaciones en la succinato
deshidrogenasa (SDH) disminuyen la actividad de los complejos respiratorios
mitocondriales (I, Il y IV). Estos eventos en conjunto y la alta demanda energética
provocan que la célula cancerosa adopte distintas vias de importacion de glucosa
para satisfacer sus demandas de energia [17].

Otro factor importante son las condiciones hipdxicas dentro de un tumor,
ocasionadas por el déficit de oxigeno en las células cancerosas y que, en respuesta

a ello, se tiene la activacion de HIF1- a, a su vez, aumenta la tasa de glucdlisis,




desvia al piruvato hacia la produccién de lactato y no hacia el ciclo de Krebs,

disminuyendo su conversion a subproductos presentes en células normales [18,19].

1.2.3. Glutaminolisis en cancer

La glutamindlisis involucra una serie de reacciones bioquimicas que catalizan la
glutamina en metabolitos como el glutamato y a-cetoglutarato, que provee de NADH
y FADH2, utilizados por la cadena de transporte de electrones para la generacién de
ATP, y es importante para el balance redox y para eventos como la apoptosis y la
autofagia [20,21]. Entre otras funciones de la glutamindlisis esta la generacion de
glutation reducido (GSH) por la enzima glutatiéon cisteina ligasa (GCL), importante
antioxidante celular, ya que esta via metabdlica favorece la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) [22].

En cancer, los productos de la glutamindlisis son muy importantes para suministrar
los intermediarios necesarios para el ciclo de Krebs, donde la glutamina por accion
de la glutaminasa pierde un grupo amino para formar el glutamato y posteriormente,
este ultimo también pierde su grupo amino para dar paso a la formacion de a-
cetoglutarato por la enzima glutamato deshidrogenasa en el ciclo de Krebs. Ademas,
la glutamindlisis provee de nitrégeno y carbono, elementos necesarios para la
biosintesis de aminoacidos y acidos grasos no esenciales empleados en la
produccion de membranas celulares, asi como en la formacién del antioxidante

GSH, necesario para el crecimiento y proliferacion de las células cancerosas [23].




Oxoalacetato + Citrato _

e
A Acidos
I grasos
Ciclo de l
Krebs
Lactato <— Piruvato 4 Formacién de
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‘\

/ Glutamato Crecimiento
Glutatiéon y
\ proliferacion
Homeostasis redox celular
Glutamina
Sobrevivencia
Glutamina

Figura 5. Glutamindlisis en una célula cancerosa.
La glutamina ingresa a la célula por medio de transportadores, se transforma en
glutamato para posteriormente participar en multiples procesos esenciales para la

supervivencia de las células tumorales.

1.2.4. Sintesis de acidos grasos en cancer

Los lipidos, son moléculas biolégicas constituyentes de las membranas celulares asi
como responsables de las reservas energéticas. Su funcion depende tanto de la
estructura quimica que posean, como de su localizacion dentro del organismo.

La sintesis de acidos grasos comienza con el piruvato proveniente de la glucélisis, a
través de la enzima piruvato deshidrogenasa es convertido en acetil-CoA (sustrato
importante también del ciclo de Krebs), y posteriormente, por accion de la enzima
citrato sintasa se transforma en citrato, el cual es transportado desde la mitocondria
hasta el citosol, lugar donde se lleva a cabo la sintesis de acidos grasos, tal como se
muestra en la Figura 6. Una vez dentro del citosol, el citrato se convierte

nuevamente en acetil-CoA y a través de una serie de reacciones se convierte en

9




acido palmitico, molécula de dieciséis carbonos que puede desaturarse o alargarse
para producir derivados de acidos grasos insaturados empleados como bloques de
construccioén para la sintesis de otros lipidos [24, 25]

En cancer, se ha observado que este proceso, al igual que los mencionados
anteriormente, se encuentra regulado al alza, particularmente en este caso tanto los
lipidos como los acidos grasos son elementales para la biosintesis, formacion de la
membrana lipidica, sefalizacion celular y supervivencia de las células cancerosas.

Ademas, se han asociado a procesos como metastasis y carcinogénesis [26, 27].

» Glucosa

K2

: |

Q

=

Q Piruvato Lipogénesis Cetogénesis

Acetil CoA
/—-b Citrato === Acetil- COA =wm=fp- Malonil -CoA
Clclo de
Krebs

Sintesis de
colesterol

Figura 6. Sintesis de lipidos dentro de las células.
El acetil CoA inicia este proceso, posteriormente ingresa al ciclo de Krebs cuyo
intermediario (citrato) participa en la formacion nuevamente de acetil- CoA que participa

en los principales procesos de la sintesis de acidos grasos.

1.2.5. Aminoacidos en cancer

Aunque el estudio del metabolismo del cancer se ha centrado principalmente en las
vias que involucran al carbono (glucdlisis y ciclo de Krebs), recientemente se ha
reportado que los aminoacidos y sus derivados juegan un papel importante en la

progresion de varios tipos de cancer. Los aminoacidos dentro del metabolismo
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celular cumplen funciones importantes como el mantenimiento del equilibrio redox,
regulacion energética, sintesis de biomoléculas, principalmente. Dentro del
metabolismo de las células cancerosas, el sustento de estas funciones contribuye a
la progresion de la enfermedad.

Se ha reportado que aminoacidos como la glutamina, glicina y el aspartato
funcionan como proveedores de carbono y nitrdgeno [28]; la tirosina por su parte,
aumenta la actividad de enzimas glucoliticas, aumentando asi la proliferacion de
células tumorales [29]; aminoacidos como la colina, estan relacionados con la
sintesis de membranas celulares [30], la adenosina y la fenilananina, se asocian con
la supresion del sistema inmune [31,32]. Esto lleva a la conclusién de que dentro de
un estudio metabdlico del cancer es importante tomar en cuenta la participacion de
los aminoacidos y el efecto que los farmacos en desarrollo puedan tener sobre sus

funciones en pro o en contra de la enfermedad.

1.3. Especies reactivas de oxigeno en cancer

El término especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) se refiere a
derivados inestables y reactivos de oxigeno, generados como subproducto de
procesos metabdlicos normales; incluyen al peroxido de hidrogeno (H202), anién
superoxido (O27), acido hipocloroso (HOCI) y radical hidroxilo (-OH), principalmente
actuando como segundos mensajeros en la sefializacién celular y son esenciales
para diversos procesos biologicos tanto en células normales como en las
cancerosas. Es importante destacar que aunque las ROS pueden beneficiar la
progresion de la enfermedad, también pueden provocar la muerte de las células
cancerosas; por eso es relevante que los farmacos que actuen sobre esta via,
logren aumentarlas a un nivel donde se pueda llegar a la muerte de las mismas [33].
En cancer, los niveles de ROS aumentan principalmente como consecuencia de la
expresion anormal de enzimas y el metabolismo alterado. Se ha observado que en
estas células, existe un incremento en el potencial de membrana celular, lo que

conduce a un aumento de la presencia electrones y una relacion anormal de
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NADH/NAD*, teniendo como consecuencia una produccion significativa del radical
O2" [33].

En resumen, estas se han relacionado con el ciclo celular tumoral, progresion,
proliferacion, supervivencia celular, apoptosis, morfologia celular, adhesion celular,
motilidad celular, angiogénesis y mantenimiento del tumor [34]. Las células se
benefician de los cambios en estos procesos porque les confiere el suministro de los
componentes basicos para la sintesis de macromoléculas y la absorcién de
nutrientes necesarios para su replicacion [18]. En conjunto, estas vias que se
encuentran alteradas, son parte del metabolismo de las células cancerosas, en otras
palabras, constituyen su metaboloma. El metaboloma es el conjunto de metabolitos
presentes en una célula o tejido bajo condiciones especificas [11]; por lo que la
metabolomica sera entonces, en este caso, el estudio de los metabolitos dentro y

fuera de las mismas [35].

1.4. 'H RMN en estudios de metabolémica

En una enfermedad como el cancer, la comprension del metaboloma de estas
células, podria ser de utilidad en la deteccion de la enfermedad, en el desarrollo de
farmacos y su estudio puede llevarse a cabo empleando técnicas analiticas como:
espectrometria de masas, cromatografia de gases, cromatografia de liquidos y
resonancia magnética nuclear ('"H RMN), entre otras [36].

La técnica de '"H RMN permite el andlisis directo y no destructivo de células, tejidos
y biofluidos, de manera cuantitativa, automatizada y reproducible; permite obtener
informacion simultanea y en tiempo real si es necesario, de una amplia gama de
metabolitos involucrados en diferentes vias bioquimicas, utiles para evaluar la
respuesta de células tumorales ante agentes anticancerosos y proporcionar ideas
sobre los mecanismos de accidon o resistencia de farmacos [37]; ademas de la
posibilidad de utilizar diferentes nucleos en el analisis como carbono, nitrégeno y
fésforo [38].
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En la Figura 7. se muestra un ejemplo de un espectro de '"H RMN obtenido para
una muestra de células MG-63 (osteosarcoma) tratadas con cisplatino, con la

identificacion de algunos metabolitos presentes [37].

GPC
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Figura 7. Espectro de 'H RMN obtenido para las células MG-63 tratadas con cisplatino
(700 MHz, D20, pH=7.4) [37].

Los espectros de '"H RMN de muestras bioldgicas, y en general para estudios de
metaboldmica, son mas complejos por la cantidad de sefales presentes, por lo que
la interpretacién no sigue el procedimiento habitual que cuando se trata una unica
molécula organica. Primero, se realiza un preprocesamiento de los espectros, donde
se incluye la referenciacion y presentacion de datos, la eliminacién de regiones no
deseadas, normalizacién, entre otros [39]. Posteriormente, se emplean bibliotecas y
bases de datos para hacer la identificacidon de los metabolitos, teniendo entre las
clases de compuestos identificados en muestras de origen biolégico: aminoacidos,
carbohidratos, nucleétidos, aminas, intermediarios del Ciclo de Krebs, entre otros
[40].

La "H RMN aplicada a estudios de metabolémica presenta ventajas tales como que
el analisis es no destructivo, automatizable, altamente reproducible, cuantitativa, no
requiere derivatizacion de la muestra, la manipulacion de la misma es minima,

permite la identificacion de compuestos desconocidos y una caracteristica que ha
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tomado reelevancia en los ultimos afios es que permite el analisis de células y
sistemas vivos [38]. Asimismo presenta ciertas desventajas entre las que destacan
su baja sensibilidad, baja selectividad, al presentar superposicion de los picos de
algunos de los metabolitos presentes en la muestra, asi como el costo elevado de la
instrumentacion empleada [38].

El uso de esta técnica, ha tomado reelevancia en el area farmacéutica, ya que
resulta util en casi todo el proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos, que
abarca desde la identificacion de compuestos activos hasta la farmacovigilancia de
los mismos.referencia [41].

Cuando se desarrolla un farmaco se busca que presente una buena actividad
biolégica y, si es el caso, una mayor actividad en comparacién con el del
medicamento ya aprobado. En el caso del cancer, los farmacos por excelencia son
el cisplatino y sus derivados, sin embargo, el cisplatino presenta efectos
secundarios como hipostenia, astenia, pérdida de peso, alteraciones del ritmo
cardiaco, nefrotoxicidad, ototoxicidad, hepatotoxicidad, entre otros [42] y, es por
ello, que se han disefhado farmacos que puedan reemplazar al cisplatino con una
actividad biologica igual o mejorada, pero reduciendo los efectos adversos.
Algunos de estos farmacos, tienen en su estructura otros metales y, de forma mas
especifica, metales esenciales, los cuales se encuentran naturalmente presentes
en el cuerpo y tienen asociados procesos homeostaticos en el mismo, con la
hipétesis de que esto pueda disminuir su toxicidad [43]. Tal es el caso de
moléculas que en su estructura integran al cobre(ll) y que han resultado ser
atractivas como agentes anticancerigenos [44]. El cobre es un elemento esencial
qgue se encuentra en el cerebro, rifidn, corazén e higado del cuerpo humano [45]; es
importante para la funcion de varias enzimas y proteinas involucradas en el
metabolismo energético, la respiracion y la sintesis de ADN; en particular del
citocromo oxidasa y el superéxido dismutasa (SOD) [46]. Las principales funciones
bioldgicas del cobre implican reacciones redox [47], como cofactor catalitico en la
quimica rédox de la mitocondria [48], respiracion celular [49] en la absorcion de

hierro [50] y en la eliminacién de radicales libres [51].
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1.5. Casiopel'nas®

La necesidad de encontrar una alternativa mas efectiva y menos toxica que los
quimioterapéuticos actuales es de gran importancia, por ello en el grupo de trabajo se
han desarrollado una serie de compuestos de coordinacion a base de metales esenciales
denominados Casiopeinas® (Figura 8), los cuales son quelatos mixtos de cobre(ll), cuya
formula general es [Cu(N-N)(O-O)[NOs y [Cu(N-N)(N-O)]JNOs[52], donde N-N
corresponde a bipiridinas o fenantrolinas sustituidas (ligantes primarios); N-O
corresponde a aminoacidatos o péptidos, y O-O corresponde a acetilacetonato o

salicilaldehidato (ligantes secundarios) [53,54,55].

= «

Figura 8. Estructuras generales de las familias de las Casiopel’nas®. a) [Cu2,2-
bipiridina)(acetilacetonato)]NO;, b) [Cu (1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO; y c) [Cu
(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicinato)|NO;.

En la actualidad, se han sintetizado mas de 100 Casiopel’nas®, las cuales se

agrupan en subfamilias tal como se muestra en la Tabla 1 [54].
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Tabla 1. Resumen de las subfamilias de las Casiopeinas

® con su férmula general

[54].

Subfamiliay clave

Férmula general

Casl-(N-O)

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)INO3

CaslI(N-0O)

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3

Caslll-Xa o xa

[Cu(N-N)(acac)]NOs3

Caslll-Xs o xs

[Cu(N-N)(salal)]NOs

\Y CaslIV-(N-O) [Cu(4,4’-dimetil-2,2-bipiridina)(N-O)]NOs

\% CasV-(N-O) [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3

Vi CasVI-(N-O) [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3

Vi CasVII-(N-O) [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3

VI CasVIlI-(N-O) [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
IX CaslIX-(N-0) [Cu(2,2’-bipiridina)(N-O)]NO3

N-O: a-aminoacidato; acac, a: acetilacetonato, salal, s: salicilaldehidato; N-N: diimina

sustituida, donde x = letra minuscula, bipiridina o X = letra mayuscula, fenantrolina. La

Estudios como,

la caracterizacion,

molécula de agua coordinada ha sido eliminada de las formulas por claridad.

estabilidad, determinacion de concentraciones

inhibitorias medias (Clso) en lineas celulares tumorales [56], estudios cuantitativos de

correlacion estructura actividad (QSAR), asi como la evaluacion in vivo para evaluar la

eficacia antitumoral y la determinacion de la dosis letal media (DLso), ya se encuentran

reportados para algunos de estos compuestos [56,57,58,59], y se ha observado que,

presentan actividad genotéxica [60] citotoxica [61] y antitumoral [60,61];

ademas
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que, aquellas Casiopeinas® con fenantrolina como ligante primario, presentan mayor
actividad bioldgica que las que tienen bipiridina; mientras que el ligante secundario
tiene menor influencia en la misma y se propone que, los tres anillos aromaticos de

la fenantrolina, permiten una mayor afinidad con el ADN, por ejemplo [61].

1.5.1. Mecanismo de accién de las Casiopeinas®

Las Casiopeinas® han sido estudiadas por diversas técnicas con el fin de elucidar
su mecanismo de accion en el organismo humano. Hay evidencia que sugiere que
estos compuestos son capaces de inhibir la proliferacion celular e inducir a la
muerte de la célula por apoptosis. Ademas se observo en la linea tumoral HelLa
(cervicouterino), en presencia de uno de los compuestos, Casll-gly, -Ha cual
contiene dentro de su estructura como ligante primario fenantrolina y como ligante
secundario glicina-, los procesos de crecimiento celular se ven apagados
mientras que aquellos de muerte celular se encienden [62]. También se ha
determinado que pueden conducir a la autofagia [63,64]. Se propone que estos
compuestos tienen dos vias de accion principales, los cuales incluyen a la
mitocondria [56] o al nucleo [65,66]. En diversos estudios en células tumorales, se
ha encontrado que hay generacion de ROS qué en principio podrian derivar del
efecto de estas sobre la mitocondria, asi como dafio al ADN a través de una
interaccion directa con las Casiopeinas®[67,68].

En los experimentos encaminados a obtener la Clso de diversas lineas cancerosas,

se observo que algunos compuestos de la familia de las Casiopeinas®, son capaces
de consumir glutation como fuente de electrones para catalizar reacciones de tipo
Fenton, causando una sobreproduccion de ROS y, en consecuencia la disfuncion
mitocondrial y subsecuente muerte celular [68, 69].

El efecto observado a nivel mitocondrial sugiere, también, que podria intervenir en
procesos metabdlicos de las células cancerosas. Por ejemplo, el bloqueo de la
replicacion del ADN por Casll-gly en experimentos de larga duracion (24-72 h) en

células tumorales, éste afecta severamente la OXPHOS [70].
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1.6. Casiopeinas®y su efecto sobre el
metabolismo celular

En 2012, Moreno-Sanchez y colaboradores, realizaron un estudio empleando la
Casll-gly sobre células AS-30D (hepatocarcinoma de ratén), donde se evalud la
actividad de diferentes enzimas involucradas en la glucdlisis como la enzima
hexocinasa Il (HKII), enzima que regula la transformacién de glucosa a glucosa-6-
fosfato en el primer paso de la glucdlisis y, determinaron que en un periodo de 60
min, una concentracion de 100 uyM del compuesto es suficiente para modificar e
inhibir las actividades glucoliticas de estas células sin afectar la viabilidad ni los
niveles de glutation de las mismas. En este mismo estudio y con el mismo
compuesto en concentracion 5 uM, evaluaron la actividad de la enzima HKIl en
células HelLa entre 24 y 72 h, observando que su actividad es inhibida del 77- 93 %
durante este tiempo, y que esta inhibicion se acompafia de una disminucion en el
flujo glucolitico y en el proceso de OXPHOS.

Como conclusiones globales de este trabajo se propuso que la enzima HKII fue la
unica enzima glucolitica afectada por el tratamiento con Casll-gly, ademas de que
fue un inhibidor mas potente de la HKII que compuestos como el 3-bromopiruvato
(3BrPyr), cisplatino, entre otros y que el blanco de este compuesto fue en principio
la mitocondria, mientras que la glucdlisis fue un objetivo secundario del mismo [71].

En estudios mas recientes, utilizando el ensayo de microarreglos en cultivos de
células tumorales Hela tratada con Casll-gly, se identificaron vias biolégicas que
se perturban después del tratamiento (Figura 9) y se encontré que el metabolismo
de los carbohidratos y aminoacidos fue perturbado, presentando vias a la alza de
glucolisis y gluconeogénesis, fructosa, manosa, galactosa y piruvato, asi como

alteraciones en el metabolismo de lipidos, entre otros [72]".

-El estudio presentado anteriormente (microarreglos), empleando la Caslll-ia, se encuentra
en proceso.
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Figura 9. Red de vias metabdlicas perturbadas en células HelLa, después del tratamiento
con Casll-gly. El color del borde representa el tipo de perturbacién: rojo para la regulacion

positiva, azul para la regulacion negativa y purpura para los efectos mixtos [72].

Por otro lado, también se han realizado estudios empleando la Casll-gly, Caslll-Ea
y la Caslll-ia en células SK-N-SH (neuroblastoma), se observd que estos
compuestos disminuyen la concentraciéon de GSH después de las 6 h de incubacion
con las células; ademas, se observa un dafo mitocondrial de entre 30 - 35 % que
resulta en una sobreproduccién de ROS a partir de las 4 h de exposicion,
presentando un comportamiento similar al del cisplatino. Se propone que estos
compuestos son capaces de inducir un dafo a las células tumorales en tiempos

relativamente cortos [73].

En este trabajo se describen los resultados sobre el efecto de las Casiopeinas® sobre
el metabolismo celular tumoral, y se complementa con el estudio del perfil metabdlico
de células MDA-MB-231 cuando se administra el tratamiento con la Casiopeina®

Caslll-ia.
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2. Justificacion

En 2018, el cancer se ha catalogado como la segunda causa principal de muerte a
nivel mundial, provocando un estimado de 9.6 millones de muertes, o visto de otra
manera, produce una de cada seis muertes en el mundo, de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [74]. En particular, el cancer de mama es
un tipo de cancer muy comun que representa la segunda causa de muerte en
mujeres y donde la tasa de supervivencia es de 5 afios con el 27%, para su variante
metastasica [75].

Las variantes metastasicas de los tipos de cancer, han representado un reto para la
comunidad cientifica, pues algunos de los medicamentos existentes no resultan tan
efectivos ante este tipo de células, ademas de que se ha observado en la mayoria
de los casos el desarrollo de resistencia por parte de las células cancerosas a los
tratamientos [76]. Adicionalmente, algunos de los estudios para evaluar los efectos
de los farmacos en células metastasicas, sbélo se realizan a las 24 h o mas,
desconociendo el efecto a tiempos mas cortos [27].

El conocimiento detallado de la patologia, en este caso de su metabolismo,
proporciona oportunidades para el desarrollo de métodos nuevos o mejorados de
diagnodstico y tratamiento. Aunado a este propésito, el desarrollo de las
Casiopeinas®, ha proporcionado una buena alternativa ante los antineoplasicos
actuales, debido a la actividad biolégica que presentan, los mecanismos celulares
en los que se ven involucradas cuando se administran en células cancerosas,
ademas de que existe evidencia de que los principales blancos incluyen la
mitocondria y el nucleo celular [75], lo que podria impedir su proliferacién/division
[77,78,79,80]. Al tener las Casiopeinas® estas dianas biolégicas en las células
cancerosas, brinda la posibilidad de que se observe un efecto a nivel metabdlico,
y si es asi, se podria analizar si ese efecto es consecuencia de los mecanismos
de accion hasta ahora propuestos o pudieran ser parte de alguno aun no

estudiado.
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Entre los compuestos mas estudiados de esta familia, esta la Caslll-ia que, aunque
no es de las mas activas, ha demostrado tener baja toxicidad, lo que la ha
posicionado en fase clinica I, por lo que también se eligié para estudiarla durante
este proyecto.

En este trabajo se emplea la técnica de '"H RMN en una de sus aplicaciones mas
novedosas, como los estudios metabdlicos in vitro, en combinaciéon con métodos
estadisticos multivariados basados en métodos de clasificacién, para obtener
patrones de comportamiento en las muestras asociados al tratamiento de las
Casiopeinas® Caslll-ia y Casll-gly sobre la linea celular MDA-MB-231 y
posteriormente determinar la concentracidon de los metabolitos asociados a los

desplazamientos quimicos que generan las diferencias.
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3.1. Hipotesis

El tratamiento de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 con las
Casiopeinas® Caslll-ia y Casll-gly promovera cambios en la presencia vy
concentracion de metabolitos asociados a rutas metabdlicas importantes (glucdlisis,
gluconeogénesis, via de las pentosas, entre otros) por efecto del metalofarmaco,

mismos que seran observables por '"H RMN .

3.2. Objetivos

Objetivo general

Determinar por medio de '"H RMN, la concentracion de metabolitos en la linea
celular tumoral MDA-MB-231 incubadas a diferentes tiempos con las Casiopeinas®

Casll-gly y Caslll-ia.

Objetivos particulares

e Definir la concentracion inhibitoria media (Clso), la cual sera la cantidad a
administrar del cisplatino y de las Casiopeinas® en la linea tumoral MDA-MB-
231, mediante el método de MTT.

e Evaluar la viabilidad de la linea celular ya mencionada, al administrar la Clso
del cisplatino, de la Caslll-ia y de la Casll-gly, por medio de azul tripano a los
minutos 0,20,40,60 y a las 2,4 y 6 horas.

e Realizar la adquisiciéon de los espectros de 'H RMN de las muestras

incubadas a los 20 y 40 min.
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Realizar los analisis multivariables sobre los datos de espectroscopia para
determinar similitudes o diferencias entre las muestras de células sin
tratamiento, con cisplatino y las expuestas a la Casiopeinas® en los tiempos

de incubacion.

Identificar y cuantificar los metabolitos en los espectros de 'H-RMN de las

muestras.

Analizar cuales son las vias metabdlicas mayormente impactadas en la linea
celular por el cisplatino y por las Casiopeinas® empleadas por los métodos:
Andlisis cuantitativo de enriquecimiento (Quantitative enrichment analysis-
QEA) y analisis de enriquecimiento de via (Pathway enrichment analysis-
PEA).
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4. Material y métodos.

4.1. Disefio experimental

Para este trabajo se empled la linea celular MDA-MB-231 (mama hormono-

independiente del tipo denominado triple negativo).

Para la evaluacion de la linea celular se tuvieron: como controles, células sin

tratamiento y células tratadas con cisplatino (medicamento, usado como compuesto

de referencia); los compuestos de interés fueron la Casiopeinas® Caslll-ia y

la

Casll-gly (Tabla 2) que fueron previamente sintetizadas y caracterizadas mediante

analisis elemental (AE), infrarrojo (IR) y UV-visible (UV) por Bravo-Gomez de acuerdo

con los procedimientos descritos en la patente' [53,54,55].

Los ensayos se realizaron incubando la linea celular con y sin tratamiento a dos

tiempos: 20 y 40 minutos.

Sustituyentes Formula condensada
Clave del . . .
del ligante primario/
Compuesto .
secundario
Casll-gly 4,7-dimetil fen C16H20N4O7Cu2H20
Caslll-ia 4,4-dimetil bipy / C15H19N305Cu

2 " | i acetilacetonato
R
tijtlyt.

Tabla 2. Clave y férmula condensada de las Casiopeinas® a evaluar.

' Mas informacién acerca de las Casiopeinas® empleadas, se encuentra en el Anexo A.
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4.2. Proliferacion de la linea celular

La linea celular se descongeldé a temperatura ambiente agregando medio Eagle
modificado por Dulbecco enriquecido con la mezcla de nutrientes F-12 (DMEM-F12)
marca Biowest®, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Biowest®), 1%
antibidtico-antimicético (ATCC®) y 0.5% de aminoacidos no esenciales (GIBCO®).
Las células se depositaron en un tubo Falcon de 15 mL se centrifugaron a 3500 xg
durante 5 min, después de lo cual se decanto el sobrenadante y se resuspendieron
en 1 mL del medio preparado. Las células resuspendidas se colocaron en una
botella de cultivo CORNING® de 75 cm?, agregando 7 mL de medio adicionales
para su crecimiento. Posteriormente se introdujeron a la incubadora a 37 °Cy 5 %
de atmodsfera de CO2. Una vez que las células llegaron al 80 % de confluencia, se
procedio a despegar las células con verseno (KCI, EDTA, NaCl y Tris-HCI) y a
realizar el conteo de las mismas por medio de azul tripano al 0.4 % empleando una
camara de Neubauer. Su cultivo posterior en placas de 96 pozos se emple6 para la
determinacion de la Clso de los compuestos, asi como en cajas petri de 10 cm para

los ensayos de metabolomica.

4.3 Determinacion de la concentracion inhibitoria media de los

compuestos (Clso)

Con la finalidad de establecer las concentraciones a administrar en los ensayos
tanto del cisplatino como de las Casiopeinas®, se determinaron las Clso asociadas
a cada uno para cada una de las lineas celulares establecidas. Esto se realizd por
medio del ensayo de MTT (Mosmann 1983), el cual se basa en la reduccion del
colorante de tetrazolio MTT bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
a su correspondiente sal de formazan insoluble de color purpura por medio de
enzimas deshidrogenasas; este proceso solo puede llevarse a cabo en células
vivas, por lo que resulta un meétodo atractivo para ensayos de viabilidad y
citotoxicidad [81].
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De manera breve, el procedimiento consiste en sembrar en una placa de 96 pozos
10,000 células por cada uno, agregando 100 upL de medio DMEM-F12
suplementado e incubando a 37°C y 5 % de CO2 las mismas durante 24 h.
Posteriormente, se retird el medio de toda la placa y se afadieron 100 uL de medio
a los pozos control y 90 pL de medio mas 10 pL de las disoluciones de los
compuestos en evaluacién a los pozos con tratamiento. Se prepararon disoluciones
“stock” para cada uno de los compuestos y a partir de éstas, se hicieron cuatro
diluciones posteriores las cuales fueron afadidas directamente a la placa. Las
células se incubaron durante 24 h después de administrarles los compuestos a
37°C y 5 % de CO:z. Al finalizar el tiempo, se les retir6 el tratamiento y se les afadié
30 yL de MTT en una concentracion de 5 mg/mL, sin exposicion a la luz y se
incubaron nuevamente a 37°C y 5% de COz2, durante 4 h. Después de esto, se les
retiro el MTT y se les agregaron 100 yL de la mezcla isopropanol/dodecilsulfato de
sodio (SDS) / HCI 1 M para su posterior lectura a 570 nm con el equipo microplate
reader (AgileReader®).

Los tratamientos con los compuestos se administraron por cuatriplicado en cada

placa y se hicieron tres ensayos de manera independiente.

4.4. Ensayos de metabolomica

Una vez teniendo la linea celular en confluencia y habiendo ya realizado el ensayo
de determinacion de Clso, se procedié al cultivo de aproximadamente 1 000 000 de
células en cajas petri de 10 cm durante 24 h a 37°C y 5 % de COz, para los tiempos
de evaluacion establecidos (20 y 40 minutos), cada uno con sus 3 respectivas
réplicas. Después de 24 h cuando las células se encontraban adheridas, se
comenzaron los experimentos incubando cada una de las cajas petri a los tiempos
ya mencionados, con 6 mL de medio DMEM-F12 alto en glucosa para el caso de
las células sin tratamiento (control) y con 5.4 mL de medio DMEM-F12 alto en
glucosa mas 600 pyL de la disoluciéon de los compuestos a evaluar (cisplatino,

Caslll-ia y Casll-gly) en la concentracion definida por los ensayos de Clso.
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4.6. Evaluacion de la viabilidad de la linea celular

Al finalizar cada uno de los tiempos de evaluacion de las células con y sin
tratamiento, el medio de crecimiento se recuperd, se hicieron 2 lavados con 2 mL
cada uno con disolucion amortiguadora de fosfatos (PBS) marca Biowest;
posteriormente se adicionaron nuevamente 1.5 mL de PBS y se procedi6 al
raspado de éstas, resuspendiéndolas y transfiriendolas a tubos eppendorff de 2 mL.
Terminado esto, el conteo de las células se realizdé con azul tripano al 0.4 % con
una camara de Neubauer, agregando 50 pL de la suspension celular y 150 pL del
colorante. Para el célculo de la viabilidad celular, se hizo el conteo de las células
vivas y muertas presentes en cada uno de los cuatro cuadrantes de la camara y

mediante la siguiente ecuacion, se obtuvo el porcentaje:

R Numero de células vivas
% de viabilidad = — -~ X 100
Numero de células totales

4.7. Extraccion de metabolitos

4.7.1. Extraccion de metabolitos intracelulares

Una vez realizado el conteo de las células y obtenido el porcentaje de viabilidad
para cada ensayo, la suspension celular se centrifugd a 3500 xg por 5 min a 4 °C,
el sobrenadante se descart6é y el boton celular se mantuvo durante 5 min en un
bafo de hielo. Después se agregé 1 mL de la mezlca fria acetonitrilo/agua al 50% y
se colocaron en el sonicador durante 20 min para finalmente centrifugarse a 14 500

g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante de las muestras se recupero y de éste, se
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evaporo el acetonitrilo para después almacenarlas a -22°C hasta su lectura por 'H
RMN [82].

4.7.2. Extraccion de metabolitos extracelulares

El medio de crecimiento recuperado después de la incubacion de las células a los
tiempos establecidos se centrifugé a 3500 g por 5 min a 4 °C, posteriormente, se
recuperaron 500 pL del mismo y se agregaron 500 uL de la mezlca fria
acetonitrilo/agua al 50%, se homogeneizé y se incubd a 4 °C durante 10 minutos,
finalmente se centrifugd a 14 500 g por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se recuperd
y se evapord el acetonitrilo de las muestras para después almacenarlas a -22°C
hasta su lectura por '"H RMN [77].

4.8. Preparacioén de las muestras para la lectura por *H RMN

4.8.1. Preparacion de muestras de metabolitos intracelulares

Las muestras secas de los metabolitos intracelulares extraidos, se descongelaron y
se resuspendieron en 700 pL de una disolucién amortiguadora de PBS-TSP
preparada con NaH2POs (1 mM) /Na2HPO4 (1 mM) /3-(trimetilsilil)(?°H4)propanoato
de sodio (TSP) (0.02 mM). Las muestras se homogeneizaron y se centrifugaron a
12 000 g durante 5 min. El sobrenadante de cada muestra se trasvaso a un tubo de

resonancia para su analisis.

4.8.2. Preparacion de muestras de metabolitos extracelulares

La muestras secas de los metabolitos extracelulares extraidos, se descongelaron y
se resuspendieron en 700 pL de la disolucién amortiguadora PBS-TPS NaH2PO4 (1
mM) /Naz2HPOa4 (1 mM) /3-(trimetilsilil)(?H4) propanoato de sodio (TSP) (1 mM). Las
muestras se homogeneizaron y centrifugaron a 12 000 xg durante 5 min, el
sobrenadante de cada muestra se trasvasé a un tubo de resonancia para su

analisis.
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Los espectros de resonancia fueron adquiridos con un espectrometro Bruker
Avance Il de 700 MHz.

4.9. Experimentos de *H RMN

Todos los espectros de '"H RMN se obtuvieron en un equipo Bruker Avance Ill HD
de 700 MHz (frecuencia de precesion del proton: 699.97 MHz), equipado con una
criosonda enfriada por Helio y un automuestreador Sample Jet.

Las muestras intracelulares se adquirieron con la secuencia CPMG-presat
(cpmgpr1d), 256 scans, 64k puntos complejos del dominio del tiempo con un ancho
de ventana de 12 ppm (8403.361 Hz), un tiempo de relajacién D1 de 4 s, un tiempo
de eliminacion de la senal de eco de espin D20 de 0.3 ms y 126 loops de filtro T2.
Las muestras extracelulares se adquirieron con la secuencia protdn con pre-
saturaciéon (noesygppr1d), 256 scans, 64K puntos complejos del dominio del tiempo
con un ancho de ventana de 21 ppm (14705.883 Hz) y un tiempo de relajacién D1
de4s.

4.10. Pre-Procesamiento de los espectros

El procesamiento de los espectros adquiridos se realizd con el software Bruker’s
TopSpin™4.0 donde se realizé la correccion de la linea base, el ajuste de la fase y
se empled una funcidon de apodizacion exponencial con un factor de 5.
Posteriormente se referenciaron a la concentracion del TSP y normalizaron al total
del area en el software Chenomx NMR Suite 8.6, donde se construyé una matriz
con los datos realizando un binning cada 0.2 ppm excluyendo el pico

correspondiente al agua.

4.11. Procesamiento de los espectros

Con la matriz de datos, se realizd el analisis quimiomimétrico (PCA, PLS-DA y
OPLS-DA) mediante el software SIMCA 16.0.1.
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Posteriormente la identificacion y cuantificacién de los metabolitos se llevd a cabo
mediante el software Chenomx NMR Suite 8.6. Primero se realiz6 la identificacion
de los metabolitos de acuerdo a las sefiales encontradas con ayuda de la
biblioteca de compuestos incluida con el programa. Posteriormente se asignaron
las sefales y se cuantificd la concentracion de cada especie, esta fue ajustada en
cada muestra a un namero fijo de células (1 = 10°) para su posterior comparacion y
analisis.

Los estudios Analisis cuantitativo de enriquecimiento (QEA por sus siglas en inglés)
y Analisis de enriquecimiento de vias (PEA por sus siglas en inglés), se realizaron

empleando el software MetaboAnalyst 4.0.
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Capitulo 5. Resultados y analisis de
resultados
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5. Resultados y anéalisis de resultados

5.1. Determinacidon de la concentracion inhibitoria media de los compuestos

A continuacion, se presentan las concentraciones evaluadas en la linea celular para
cada compuesto (Tabla 3). Estas concentraciones se eligieron con base en la Clso
reportada anteriormente para los compuestos y donde se establecio ese valor como
central y a partir de ella se propusieron concentraciones por arriba y por debajo de
ese valor, para tener un rango donde la Clso de este trabajo pudiera encontrarse.

En la Imagen 10 se muestran células MDA-MB-231 en proliferacion empleadas

para la evaluacion de la Clso.

Linea celular Compuesto Concentraciones
evaluadas (uM)
MDA-MB-231 Cisplatino 10.66, 21.33, 42.66, 85.33
Casll-gly 0.70, 2.34,7.02, 23.43
Caslll-ia 0.68, 2.28, 6.83, 22.77

Tabla 3. Concentraciones empleadas de los compuestos para la determinacion de Clsgp a
24 h en las células MDA-MB-231.

En la Tabla 4. se muestra el promedio de las Clso obtenidas en los tres ensayos

independientes para los compuestos en la linea celular de interés a las 24 h.

Clso Caslll-ia
(UM)

MDA-MB-231 21.71 1.55 15.55

Clso Cisplatino

Linea celular
(LM)

Clso Casll-gly (uM)

Tabla 4. Concentraciones inhibitorias medias para los compuestos de interés en la linea
celular MDA-MB-231.
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Figura 10. Células MDA-MB-231 en proliferacion a las que se les administré medio

DMEM-F12 alto en glucosa suplementado y 5 % de COa.

5.2. Viabilidad en células sin tratamiento

Con la finalidad de confirmar que las células expuestas a la Clso no sufrian
alteraciones en su viabilidad y garantizar que los metabolitos observados
posteriormente por RMN no fueran asociados a muerte celular sino por accién de los
tratamientos, se verificé a los tiempos 0, 20, 40, 60, 120 min, 4 y 6 h con y sin
tratamiento. La Gréafica 1 compara la viabilidad de las células MDA-MB-231 con y
sin tratamiento a los diferentes tiempos de incubacion, donde se empled la Clso
calculada anteriormente.

Los resultados del conteo de células para el calculo de la viabilidad para cada una
de las tres réplicas realizadas en los tiempos en las células sin tratamiento, asi

como con los dos compuestos, se encuentran en el Anexo B.
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Gréfica 1. A) Viabilidad promedio de células MDA-MB-231 sin tratamiento, B) Viabilidad

promedio de células MDA-MB-231 con cisplatino, C) Viabilidad promedio de células MDA-

MB-231 con Caslll-ia, D) Viabilidad promedio de células MDA-MB-231 con CaslI-gly. Las
barras de error representan la desviacion estandar obtenida de las 3 réplicas de cada

ensayo.

La viabilidad para las células sin tratamiento, se mantuvo arriba del 99% hasta las 2
h donde hubo una disminucién de la misma al 97% y posteriormente aumenté
nuevamente al 99% donde se mantuvo asi hasta las 6 h. En el caso del cisplatino,
permanecio arriba del 99% hasta las 4 horas donde disminuy6é al 97%, para
aumentar de nuevo a las 6 h a 99%. Las Casiopeinas® no provocaron una
variacion considerable de la viabilidad, ya que a lo largo del tiempo se mantuvieron
por arriba de 98%. Las variaciones observadas pueden atribuirse al crecimiento de
las células, que posiblemente fue diferente en todas las muestras.

La viabilidad de manera general fue aceptable en los cuatro casos pues se mantuvo
superior al 97%, por lo que se decidi6 emplear la Clsp para los experimentos

posteriores.
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5.3. Identificacion y cuantificacion de metabolitos intracelulares

Una vez concluidos los experimentos de viabilidad, se comenzaron con los estudios
de metabolomica por '"H RMN . A continuacion, se presenta un ejemplo de los
espectros obtenidos para las muestras intracelulares en los dos tiempos de
evaluacion indicando la presencia de sefiales asociadas a algunos de los
metabolitos.

Se puede observar que en la regidén del espectro que va desde 2-4 ppm es donde se
encuentran la mayoria de los metabolitos identificados. En esta region aparecen
principalmente los carbohidratos como la glucosa y sus derivados glucosa-6-fosfato,
glucosa-1-fosfato; también metabolitos como succinato, glutamina, lactato, entre

otros.

Glutamato
T1 Succinato
Glucosa
Glucosa
Glutgmato
‘ Glucosa
Lactato

Glutamina

. Glucosa
Glutamina | Lactato

Glutamina ‘ '
_._1_13,11._._..4_."._. _ak | l l’ 11)”

T T T T
a 5} 4 2

Figura 11. Espectro "H RMN (700 MHz, D20/H20 10/90, 25°C, 1D-NOESY-Presat) del
extracto intracelular MDA-MB-231 con 20 min de tratamiento con Caslll-ia (15.55 pM).

Algunos de los metabolitos estan identificados en el espectro.

Los metabolitos identificados en el medio intracelular, asi como su concentracion
promedio sin tratamiento y a los 20 y 40 min de tratamiento con cisplatino y con

ambas Casiopeinas® se presentan a continuacion.
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Metabolito
Acetato
Adenosina
ADP
Alanina
ATP
Citidina
Colina
Etanol
Fenilacetato
Fenilananina
Glicina
Glucosa
Glucosa-6-fosfato
Glutamato
Glutamina
Isoleucina
Lactato
Leucina
NAD
Piruvato
Succinato
Tirosina
UDP-glucosa
Uridina
Valina

6€

Sin tratamiento 20 min Sin tratamiento 40 min

0.024
0.001
0.003
0.016
0.002
0.008
0.001
0.181
0.016
0.003
0.018
0.026
0.022
0.038
0.007
0.005
0.022
0.007
0.011
0.004
0.001
0.003

NE
0.009
0.006

Cisplatino 20 min

Cisplatino 40 min

Caslil-ia 20 min

Caslll-ia 40 min

Casll-gly 20 min

Casli-gly 40 min

Casli-gly 120 min

0.015 T 0,096 posdl  oue6l 0053 T oosa 0.054 0.006
0.003 0.010 B0 0.018 1 0.016 [ 0.012 1 0.007 NE NE
0.004 M 0.009 0.007 | 0.011 1 0.012 1 0.009 NE NE
0.024 T 0.071 0.055 1 0.024 0.026 0.061 0.059 NE
0.004 0.006 I 0.006 " 0.011 1" 0.012 ¥ o.010 0.007 [ 0.062
0.003 I 0.005 0.017 % 0.013 1 0.013 0 0.016 ne 0.010
0.030 | 0.002 0.051 | oozl 0.088 | 0.003 | 0.003 | 0.001
0.076 Y 0.082 1 0.019 0.010 1 0.029 1 0.009 [ 0.046 W 0.010
0.019 0.050 I 0.045 0059 0.066 [0 0.028 [ 0.030 0 0.018
0.005 [l 0.007 I 0.007 | 0.008 | 0.008 ¥ 0.009 [ 0.006 0 0.016
0.030 0.060 I p.os1 00870 0.088 0.043 [T 0.047 0 0.014
0.027 A e oos1l 0 oAzl o1 A2 s 0.008
0.014 0.061 0.051 1 0.041 00 0.036 I o7z T 00720 0.005
0.058 oA a2 a2 a3 I 0,077 T 0.091 T 0l08g
0.012 I 0.019 1 0.0200" 00220 0.030 0.022 0.020 ¥ 0.007
0.011 [ 0.017 11 0.013 1 0.019 0.020 I 0.017 I 0.017 NE
0.035 [ 0.100 0102 0087 0101 N opo7g [ oo8ol 0.003
0.019 [ 0.024 I 0.022 0 0.028 0.031 0.027 I 0.024 | 0.002
0.010 @ 0.012 0 0.024 [ 0.019 ¥ 0.018 I 0.013 [0 0.018 | 0.002
0.006 I 0.014 0.013 [0 0.017 0.017 ¥ 0.011 0.014 NE
0.001 0.004 0 0.0221 0.006 ! 0.008 | 0.004 | 0.004 | 0.001
0.007 0.007 Il 0.007 [ 0.011 1 0.012 0.012 0 0.011 1 0.006
0.002 0.012 NE [ 0.012 1 0.010 NE NE NE
0.007 M 0.011 0.033 [ 0.024 10 0.020 0.025 [N 0.059 NE
0.016 0.020 0.018 00220 0.024 I 0.020 [ 0.021 NE

las muestras evaluadas.

Tabla 5. Metabolitos identificados con su concentracién promedio (mM) en

NE: No encontrado




En total en las muestras intracelulares se lograron identificar 25 metabolitos.

En el caso de las células sin tratamiento se tiene en general un aumento en la
concentracion de los metabolitos de los 20 a 40 min, con la excepcién del acetato,
citidina, glucosa-6-fosfato, NAD* y uridina.

En el caso del cisplatino, disminuyen de los 20 a los 40 min las concentraciones del
acetato, ADP, alanina, etanol, fenilacetato, glicina, glucosa, glucosa-6-fosfato,
isoleucina, leucina, piruvato, UDP-glucosa y valina; se mantienen sin cambio las
concentraciones de ATP, fenilananina y tirosina.

Por otro lado la Caslll-ia disminuye de los 20 a 40 min las concentraciones del
acetato, adenosina, glucosa-6-fosfato, NAD*, UDP-glucosa y uridina; manteniendo
constantes los niveles de citidina, fenilananina y piruvato.

Para la Casll-gly se tuvo oportunidad de evaluar hasta los 120 min y se observan
cambios interesantes, de los 20 a los 40 min disminuyen las concentraciones de
mayor cantidad de matabolitos como son el acetato, adenosina, ADP, alanina, ATP,
citidina, fenilananina, glucosa, glucosa-6-fosfato, glutamina, leucina y tirosina,
manteniendo constantes las concentraciones de la colina y el succinato. Para los
120 min se tiene que practicamente la concentracion de todos lo metabolitos
disminuye con la desaparicion de compuestos como la adenosina, ADP, alanina,

isoleucina, piruvato, UDP-glucosa, uridina y valina.

5.4. Identificacion y cuantificacién de metabolitos extracelulares

La siguiente imagen muestra uno de los espectros de '"H RMN obtenidos para los
experimentos extracelulares en ambos tiempos de evaluacion identificando de igual
manera las sefales de algunos de los metabolitos presentes.

Al igual que el caso anterior, se observa que de las 2-4 ppm es donde se encuentran
la mayoria de los metabolitos identificados, destacando la glutamina, succionato,

glucosa, glucosa-6-fosfato, principalmente.
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Figura 12. Espectro '"H RMN (700 MHz, D20/H20 10/90, 25°C, 1D-NOESY-Presat) del
extracto extracelular MDA-MB-231 con 20 min de tratamiento con Caslll-ia (15.55 uM).

Algunos de los metabolitos estan identificados en el espectro.

Los metabolitos identificados asi como su concentraciéon promedio a los 20 y 40 min
extracelularmente en las muestras sin tratamiento, con cisplatino y con ambas

Casiopeinas® se presentan a continuacion.
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[A%

Metabolito
Acetato
Adenosina
ADP
Alanina
ATP
Citidina
Colina
Etanol
Fenilacetato
Fenilananina
Glicina
Glucosa

Glucosa-6-fosfato

Glutamato
Glutamina
Isoleucina
Lactato
Leucina
NAD
Piruvato
Succinato
Tirosina
UDP-glucosa
Uridina
Valina

Sin tratamiento 20 min Sin tratamiento 40 min  Cisplatino 20 min  Cisplatino 40 min

0.309
NE
NE
NE
NE
NE
NE

0.349
NE
NE
NE

2.868

1.595
NE
NE

0.479

1371

0.585
NE
NE
NE
NE
NE
NE

0.251

0.247 I 0.230 1 0.205
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE

0.654 [N 0.583 I 0.530
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE

2,067 INZEGD TG

1755 I 1ass B 1307
NE NE NE
NE NE NE

0.353 [ 0.372 0 0.362

1146 T 1216 T 1152

0.432 I 0.501 I 0.467
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE

0.326 I 0.349 I 0335

Caslll-ia 20 min

0.144
NE
NE
NE
NE
NE
NE

0.598
NE
NE
NE

1.249

0.839
NE
NE
NE

0.518

0.224
NE
NE
NE
NE
NE
NE

0.219

Caslll-ia 40 min

0.297

NE

NE

NE

NE

NE

NE |
0.685 I

NE I

NE

NE I
27290
2458 [0

NE I

NE

NE
1.262
0.273 0

NE

NE

NE [

NE |

NE

NE
0.086 [

Casll-gly 20 min

Casll-gly 40 min
0.425 [0 0.315
NE NE
NE NE
NE [l 0.220
NE NE
NE NE
0.069 || 0.118
0.546 [0 0.707
0.479 [ 0.252
0.160 [ 0.141
0.559 [ 0.288
1.403 3458

0.710 I 2341
1.521 T 1.869

NE NE
0.361 [ 0.467
1.169 I 1.617
0.521 I 0.602

NE NE

NE NE
0.422 1 0.451
0.050 NE

NE NE

NE NE
0.397 I 0.513

NE: No encontrado

Tabla 6. Metabolitos extracelulares identificados con su concentracién promedio(mM) en las

muestras evaluadas.




Se identificaron 8 metabolitos en total para las muestras extracelulares.

En el caso de las células sin tratamiento las concentraciones del acetato, glucosa,
isoleucina, lactato y leucina disminuyeron.

En las células que se trataron con cisplatino, los metabolitos que aminoraron en
concentracion fueron el acetato, etanol, glucosa, isoleucina, leucina y valina.

Para los tratamientos con la Caslll-ia se tuvo unicamente disminucién en la
concentracion de la valina.

Por otro lado en el caso de la Casll-gly, disminuyeron las concentraciones del
acetato, fenilacetato, fenilananina, glicina, lactato y tirosina.

En retrospectiva el hecho de que los compuestos aumentaran la concentracion de
los metabolitos en el primer tiempo (20 min) intracelularmente a comparacion de las
células sin tratamiento, podria sugerir que las células al entrar en contacto con el
tratamiento pueden estar sufriendo un estrés que provoca una mayor actividad en
las rutas metabdlicas celulares para tratar de compensar la presencia del farmaco, y
a partir de los 40 min, algunos de los metabolitos comienzan a disminuir
posiblemente debido a la afectaciéon de las vias metabdlicas donde se encuentran
involucrados.

En el caso de los metabolitos extracelulares tiene un efecto contrario, disminuyen y
esto probablemente sea porque las células requieren de ellos y los consumen.

La propuesta de una posible generacion de estrés en los primeros tiempos después
de administrar un tratamiento, ya se propuso por Yu y colaboradores en 2018 para

el cisplatino [83].

5.5. Andlisis quimiomimeétrico de muestras intracelulares

Una vez identificados y cuantificados los metabolitos se procedié al andlisis
estadistico multivariado de los mismos con la finalidad de agrupar, clasificar e
identificar la mayor fuente de variacibn entre las muestras para la mayor
comprension de los fendmenos presentes [84]. Entre los métodos multivariados que
se realizaron se encuentran, el analisis de componentes principales (PCA), minimos
cuadrados parciales con analisis discriminante (PLS-DA), y proyecciones

ortogonales a estructuras latentes (OPLS), entre otros.
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Primero se procedio a realizar el PCA, este método estadistico multivariado reduce
el numero de datos con la identificacion de aquellos que representan la mayor
variabilidad dentro de los resultados empleando Unicamente la matriz de datos [85];
al no observarse una buena agrupacion de los datos, se realizé un PLS-DA que se

presenta en la Figura 13, obtenido para las muestra intracelulares de 20 y 40 min.

Muestras intracelulares 20 v 40 min . (1) (M4, PCA-X) I Casi-gly
Colored according to Compuesto . Caslll-ia
0.8 [l Cisplatino
Sin tratamiento
0.6
04
@
02 SO
g of
8 o
-0.2
P
\)/ C)
-04 O
-0.6 @
-0.8 ‘ . - . ‘ |
-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15

t[1]

2X[1] = 0.349, R2X[2 0.214, Ellipse: Hotelling's (95
Figura 13. PLS-DA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras

intracelulares de los 20 y 40 min.

El método PLS-DA (Figura 13), tiene como objetivo dar a conocer si las muestras
control y las de prueba son diferentes, maximizando la separacién grafica entre ellas
y de esa manera facilitar el conocimiento de las variables experimentales que
contribuyen a esa diferencia [86,87]. Se observa una agrupacion entre las muestras
tratadas con cisplatino y con CasllI-gly, mientras que las muestras sin tratamiento y
con Caslll-ia se encuentran agrupadas de forma independiente.

Por su parte el OPLS-DA reduce estas diferencias a s6lo un componente, el cual se
representa en el eje x. Para verificar si el tiempo era la caracteristica gracias a la
cual se tenia la maxima separacion entre las muestras evaluadas se realizé el

OPLS-DA para estas y el cual se presenta en la Figura 14.
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Muestras intracelulares 20 y 40 min (1) (M6, OPLS-DA) I Casti-gly

Colored according to Compuesto [ casit-ia
14 [l Cisplatino
] Sin tratamiento
0.8 L ,
20 min

0.6
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40 min S

0.2 P &)
0.2

-0.4- ‘
0.6 @

-0.8

to[1] * 1.09113

-1 T T T T T T T T T T T T 1
-0.5 -04 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 03 04 0.5
t[1] * 1.0001
Scaled proportionally to R2X, R2X[1] = 0.0675, R2xo[1] = 0.335,

Ellipse: Hotelling's T2 (95

Figura 14. OPLS-DA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras

intracelulares de los 20 y 40 min.

Con el OPLS-DA sigue observandose una ligera agrupacion de las muestras con
cisplatino y Casll-gly, mientras que las muestras de Caslll-ia y las que no tienen
tratamiento continuan agrupandose de manera independiente. Por lo que por se
puede sugerir que probablemente el cisplatino y la Casll-gly tengan
comportamientos similares y se encuentren afectando vias metabdlicas analogas
(las vias que se encuentran alterando se confirman con los estudios QEA y PEA
mas adelante). La Caslll-ia parece estar teniendo un comportamiento diferente a
estos ultimos dos. Ademas se observa una clara separacion de las muestras por
efecto del tiempo, por lo que efectivamente esta caracteristica es la responsable de

la maxima diferencia entre ellas.

En la Tabla 7 se presenta el resumen de los parametros para de cada uno de los

meétodos quimiométricos presentados anteriormente.
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Método N R2X R>Y Q;

PLS-DA 22 0.419 0.863 0.543

OPLS-DA 22 0.903 0.997 0.892

Tabla 7. Parametros de los modelos quimiométricos empleados para las muestras
intracelulares. N: nimero de muestras usadas para generar el modelo; R2X: varianza

explicada por la matriz X; R2Y: varianza explicada por la matriz Y; Q?: predictibilidad.

Derivado de la aplicacion del método PLS-DA, se obtuvo un grafico de importancia
de la variable para la proyeccion, VIP por sus siglas en inglés, donde se muestran
las variables que mas contribuyen a la discriminaciéon de clases en el modelo PLS-
DA [88]. La escala de colores representa la abundancia de cada metabolito en las
muestras de 20 y 40 min, representando el color rojo una mayor concentracion y el

color azul una menor concentracion.

Y
Colina o BB
Acetato @ ]
Etanol e B
Glucosa e BR
Uridina ® mm "
Glutamato e ] I
Lactato 5] BE
Glucosa-6-fosf e B
Succinato e | |
NAD (5} [ | | I
UDP-glucosa | @ BE Low
Glutamina e ]
Leucina | @ [ | |
valina |@ BE
Citidina |® [

[ I [ I I I
05 10 15 20 25 3.0

Figura 15. VIP de scores obtenido para los metabolitos intracelulares de los 20 y 40 min.
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En el grafico de VIP se observa que los metabolitos que estan influyendo
mayoritariamente en el agrupamiento de las muestras son: colina, acetato, etanol,
glucosa, uridina, glutamato entre otros, por lo que se espera que las vias
metabdlicas mas afectadas involucren a estas especies (el analisis de estas vias se

presentan en los estudios QEA y PEA mas adelante).

También se realizé una organizacién de los datos en grupos incluyendo ambos

tiempos (Figura 16) para lograr identificar las agrupaciones formadas por aquellas
muestras que eran similares unas con otras.

= Casll-gly
= Caslll-ia
= Cisplatino
Sin tratamiento

401CisMDA
4012glyMDA
402CisMDA

o |

4013iaMDA

4023iaMDA

403CisMDA
4032glyMDA
4022glyMDA

|

2033iaMDA

2022glyMDA
2012glyMDA
203CisMDA
202CisMDA
2032glyMDA
201CisMDA

0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Figura 16. Agrupacién de las muestras obtenida de acuerdo a los metabolitos intracelulares

identificados en los 20 y 40 min.
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Se aprecia que las muestras de los 20 min forman un grupo y las de 40 min otro, lo
que indica que el tiempo de incubacion si esta teniendo un efecto en el perfil
metabdlico de las células.

También se observa que las células sin tratamiento se agrupan por separado al
resto de las muestras lo que coincide con la premisa de que las células sin
tratamiento se comportarian de forma diferente al resto. Por otro lado las muestras
de la Caslll-ia tanto de los 20 como de los 40 min también se encuentran agrupadas
por separado, mientras que en el caso de las células con cisplatino y con Caslll-gly
forman grupos mixtos entre sus mismas muestras, lo que confirma un
comportamiento similar entre ellas.

Derivado de los grupos identificados en el diagrama anterior, se logré contruir un
mapa de calor o heat map, que permite visualizar la variacion de las
concentraciones de los metabolitos en cada una de las muestras. En éste se emplea
una escala de color de acuerdo al valor estadistico de valor de p, parametro que nos
indica la reelevancia de cada uno de los resultados, asociando un valor mayor de p
a una mayor concentracién del metabolito (color rojo) y un valor menor de p a una
menor concentracion de los mismos (color azul). EI mapa de calor (Figura 17)
presenta en el eje horizontal el promedio de las tres repeticiones para cada
compuesto en cada tiempo y en el eje vertical aparece todos los metabolitos
identificados. El ordenamiento tanto de las muestras como de los metabolitos no se
hace de forma aleatoria si no que se ordenan de acuerdo a la semejanza de cada

una de las muestras.
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Figura 17. Mapa de calor obtenido de acuerdo a la concentracion de los metabolitos

intracelulares a los 20 y 40 min.

Se observa que en las muestras sin tratamiento la concentracion de los metabolitos
es menor (coloreadas en azul) y cuando se les administran los compuestos se tiene
variacion en las mismas aumentandolas (coloreadas en rojo). A simple vista se
aprecia un patron similar en los colores de las muestras de cisplatino y de la CaslI-
gly, mientras que la Caslll-ia presenta el aumento en la concentracién de la mayoria
de las especies, como por ejemplo el acetato, fenilacetato, glicina, glucosa,

glutamina y lactato.
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5.6. Andlisis quimiomimétrico de muestras extracelulares

Se obtuvo el siguiente PCA para las muestras de metabolitos extracelulares de
ambos tiempos (Figura 18). Sdlo se presenta el PCA para estas muestras debido a
que se tuvo una buena agrupacién al aplicar este método y no existia variaciones

significativas en la misma en comparacion con el PLS-DA y el OPLS-DA.

Muestras extracelulares 20 v 40 min (M3, PCA-X), Pareto [ Casll-gly
Colored according to classes in M3 [ Caslil-ia
159 [l Cisplatino
Sin tratamiento
1
20 min .
40 min
0.5
e s
& o0
-0.5
o @®
-1

-1.5 T T T T 1
-2 -15 -1 -0.5 0 0.5 1 15 2

R2X[1] = 0.541, R2X[2] = 0.2, Ellipse: Hotelling's T2 (9f

Figura 18. PCA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras

extracelulares de los 20 y 40 min.

Se observa claramente una buena agrupacién y el solapamiento entre las muestras
sin tratamiento, cisplatino y Casll-gly, por su parte la Caslll-ia se encuentra
apartada de forma significativa de este agrupamiento, por o que se supone que su

efecto en las células sea diferente al resto de las muestras.
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En la Tabla 8 se presenta el resumen de los parametros para de cada uno de los

meétodos quimiométricos presentados anteriormente.

Método N R>X Q:

PCA 22 0.989 0.954

Tabla 8. Parametros de los modelos quimiométricos empleados para las muestras
extracelulares. N: numero de muestras usadas para generar el modelo; R?X: varianza

explicada por la matriz X; Q?: predictibilidad.

Derivado del PLS-DA, se obtuvo el VIP de scores presentado en la Figura 19.

o
Glucosa-6-fosf o HBE
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Tirosina | @ 1]
Isoleucina | @ [ | |
Succinato | @ 10
Fenilananina | @ O

| | | | | | |
00 05 10 15 20 25 30

VIP scores

Figura 19. VIP de scores obtenido para los metabolitos extracelulares de los 20 y 40 min.

De acuerdo al VIP de scores anterior, los metabolitos responsables de este
agrupamiento son la glucosa-6-fosfato, la glucosa, el lactato, el glutamato, la glicina,

la fenilananina, entre otros.
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Los grupos formados por las muestras extracelulares en los dos tiempos de

incubacion de se presentan en el siguiente diagrama (Figura 20).

= Casll-gly
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M2012glyMDA
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M2032glyMDA
M2022glyMDA

=
¥
:

0.8 0.6 0.4 0.2

Figura 20. Agrupacién de las muestras obtenida de acuerdo a los metabolitos extracelulares

identificados en los 20 y 40 min.

Con el diagrama anterior se confirmé el agrupamiento de forma mixta de las

muestras sin tratamiento, con cisplatino y con la CaslI-

gly, en grupos de 20 y 40

min. Por su parte las muestras de Caslll-ia se mantuvieron agrupadas de forma

independiente.
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Por ultimo, el mapa de calor obtenido para las muestras extracelulares se muestra a

continuacioén (Figura 21).
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Figura 21. Mapa de calor obtenido de acuerdo a la concentracion de los metabolitos

extracelulares a los 20 y 40 min.

Se observa que la mayoria de la concentracién de los metabolitos es baja para las
células sin tratamiento, con cisplatino y con Casll-gly, mientras que la Caslll-ia
mantiene en aumento la concentracion de la mayoria de las especies, tales como el

acetato, glucosa, glucosa-6-fosfato, lactato y leucina.
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5.7. Andlisis de enriquecimiento cuantitativo y analisis de enriquecimiento de

vias (Quantitative enrichment analysis y pathway enrichment analysis)

Se realizé un QEA y un PEA (por sus siglas en inglés) para cada una de las
muestras por separado y en conjunto a través del software MetaboAnalyst (los
resultados del analisis de las muestras por separado se encuentran en el anexo C).
El primer estudio es la contraparte metabolémica del analisis de enriquecimiento de
conjunto de genes (GSEA), pues operan de forma similar. En QEA se identifica el
enriquecimiento de conjuntos de metabolitos en lugar de analizarlos de manera
individual, siendo util para visualizar cambios de concentracion significativos vy
sutiles de los mismos asociando también las vias metabdlicas donde se involucran
[89].

En los graficos de QEA el color y el tamafio de las barras indican la asociacion
positiva (color rojo) y la influencia de los metabolitos presentes en la muestra con
cada una de las vias metabdlicas. Las rutas metabdlicas estadisticamente
significativas que se deben de tomar en consideracién son aquellas con un valor de
p<0.05 [90].

Por otro lado el PEA, emplea los modelos de las vias metabdlicas para completar el
analisis, utiliza la estructura de una via determinada para evaluar el impacto de cada
uno de los metabolitos presentes en las muestras. Aquellas rutas metabdlicas
estadisticamente significativas son las que presentan un valor de p<0.05 y un valor
de impacto>0.01 [91]

Ambos estudios son complementarios pues ayudan una mayor comprension de los
fendmenos observados experimentalmente. A continuacion, en las Figuras 22, 23,
24 y 25 se presentan los resultados de ambos estudios para las muestras
intracelulares y extracelulares sin tratamiento y con la administracién de los

compuestos.
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Figura 22.Resultados del analisis QEA para ambos tiempos correspondiente a las muestras

intracelulares.
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Figura 23. Resultados del analisis QEA para ambos tiempos correspondiente a las

muestras extracelulares.
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Gracias al estudio de clasificacion realizado se pudo obtener un panorama general
del comportamiento de las muestras y de la presencia de los metabolitos en ellas,
pero el hecho de conocer qué vias se estan alterando con los tratamientos toma
mayor importancia debido a estas observaciones.

A continuacion en las Figuras 27 y 28 se muestran las principales vias metabdlicas
impactadas por los compuestos con una significancia estadistica, obtenidas a través
de QEA (donde se analizan conjuntos de metabolitos y se relacionan con una ruta
metabdlica) y PEA (donde se analiza que tan impactada esta una ruta metabdlica de
acuerdo a los metabolitos presentes) .

En la Figura 29, se presenta un mapa metabdlico en donde se ubican las vias
metabdlicas que fueron encontradas durante los estudios QEA y PEA, asi como los

metabolitos indentificados (resaltados en color morado) en las muestras.
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Analisis cuantitativo
de enriquecimiento
(QEA)
20 y 40 min

Sin tratamiento

Cisplatino Caslll-ia Casll-gly

Intracelular Intracelular 20 y 40 min
-Biosintesis de -Biosintesis de fosfatidilcolina
fosfatidilcolina

-Degradacion del etanol
-Metabolismo de

metionina -Metabolismo de la pirimida

-Biosintesis de

-Beta-oxidacion
fosfatidiletanolamida

-Metabolismo del fosfatidil
inocitol

Intracelular 20, 40 y 120 min
-Metabolismo del piruvato

Extracelular -Biosintesis de fenilananina,
-Sin vias estadisticamente tirosina y triptéfano
significativas

-Glucdlisis/gluconeogénesis
-Metabolismo de la alanina

-Metabolismo de la tirosina

Extracelular 20 y 40 min
-Biosintesis de fosfolipidos

-Sintesis de fosfatidilcolina
-Metabalismo del piruvato
-Efecto Warburg

-Gluedlisis/Gluconeogénesis

Figura 26. Vias metabdlicas reelevantes para las muestras sin tratamiento y con tratamiento
obtenidas por QEA.
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Sin tratamiento

Intracelular
-Metabolismo de la glicina,
serina y treonina

Extracelular
-Sin vias estadisticamente
significativas

Analisis de
enriquecimiento de
via (PEA)

20 y 40 min

Intracelular 20 y 40 min
-Glucdlisis/gluconeogénesis

Intracelular 20, 40 y 120 min
-Biosintesis de acidos grasos
-Glucolisis
-Metabolismo del glutamato
-Metabolismo de la alanina
-Efecto Warburg
-Metabolismo de la histidina
-Beta.oxidacién
-Biosintesis de fosfatidilcolina
-Cadena de transporte de
electrones
-Ciclo de Krebs
-Biosintesis de
fosfatidiletanolamida

Extracelular 20 y 40 min
-Metabolismo del piruvato

-Metabolismo de la sucrosa

Figura 27. Vias metabdlicas reelevantes para las muestras sin tratamiento y con los

tratamiento obtenidas por PEA.
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6. Discusion de resultados

De forma general y en comparacion con el analisis clasificatorio presentado
anteriormente en este capitulo, se observa que efectivamente las muestras sin
tratamiento se comportan ligeramente distinto a las células con tratamiento. De
acuerdo con los PLS-DA, las muestras con mayor similitud son las del cisplatino y
Casll-gly tanto intracelular como extracelularmente. Comparando las vias
resultantes a través de estos dos estudios se observa que no son precisamente las
mismas, pero la funcién de cada una de ellas es similar, por lo que la aproximacién
de los métodos estadisticos parece ser acertada, pero en el caso de la Caslll-ia el
analisis clasificatorio arrojé que tenia un comportamiento diferente a los otros dos
compuestos y analizando las rutas se observa que, si bien si existen rutas diferentes
en comparacion con los otros dos tratamientos también hay similitudes en las
mismas.

Por su parte el grafico VIP, evidencido que entre los metabolitos que marcan la
diferencia entre las agrupaciones de las muestras intracelulares destacan colina,
acetato, glucosa, glucosa-6-fosfato, entre otros. Se observa que si existe relacion
con las vias encontradas, tal es el ejemplo la colina y el acetato que estan
conectados en los procesos metabdlicos relacionados con los lipidos y estos
destacan en los tres trartamientos. La glucosa, el glutamato y glucosa-6-fosfato se
relacionan con el metabolismo de los carbohidratos, procesos que también se
encontraron impactados por lo compuestos.

Para las muestras extracelulares, el grafico VIP resalté metabolitos como la glucosa-
6-fosfato, glucosa, lactato, glutamato, glicina, entre otros. Estos estan relacionados
con el metabolismo de los carbohidratos y el efecto Warburg que también resultaron
significativos dentro del estudio.

A continuaciéon se hara un analisis de las rutas metabdlicas encontradas por QEA y

PEA para cada caso.
Sin tratamiento

En QEA las vias metabdlicas que se encontraron relevantes fueron la biosintesis de

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamida, asi como el metabolismo de la metionina.
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La fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamida son componentes de las bicapas lipidicas
de la membrana de la célula y se sabe que en células de tipo metastasico como las
MDA-MB-231 la concentracion de lipidos es mayor en comparacion con su
contraparte no metastasica. Ademas, se ha reportado que las células tumorales a
menudo hacen metastasis en un medio rico en lipidos [92,93]. La metionina por su
parte, es un aminoacido esencial y se ha asociado al crecimiento de las células
tumorales [94], lo que también coincide con lo reportado en la literatura referente a
que en las células MDA-MB-231 se puede encontrar una alteracion en el
metabolismo de los aminoacidos [95].

En la parte extracelular no se encontraron procesos estadisticamente relevantes.

El analisis de PEA, revelo en la parte intracelular al metabolismo de la glicina, serina
y treonina. Se sabe que especificamente el metabolismo de la serina se encuentra
elevado en esta linea celular [95]; ademas, estan unidas biosintéticamente y juntas
proporcionan los precursores esenciales para la sintesis de proteinas, acidos
nucleicos y lipidos que son cruciales para el crecimiento de las células cancerosas.
La biosintesis de serina / glicina también afecta la capacidad antioxidante celular,
apoyando asi la homeostasis tumoral. También se ha reportado que la via
biosintética de la serina / glicina impulsa la oncogénesis [96].

En el caso de estas muestras, la aparicién de estas rutas y los antecedentes en la
literatura sugieren que per se las células MDA-MB-231 ya tienen una alteracion
sobre esas vias metabdlicas.

De igual forma en la muestra extracelular no se encontraron vias estadisticamente

significativas.

Cisplatino

El andlisis de QEA identifico intracelularmente vias como la biosintesis de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamida y el metabolismo de la metionina que son las
mismas que se encontraron en las células sin tratamiento, ademas de la biosintesis
de fosfolipidos.

El encontrar tres rutas que aparecen en el control se propone que pudiera deberse a
uno de los dos siguientes motivos: el primero, es que la via destaca por ser una

alteracion propia de la linea celular o el segundo es que efectivamente esta siendo
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alterada por el tratamiento con los compuestos. Al ser complicada la distincién de
los dos casos expuestos anteriormente, se opté por hacer un enfoque en las vias
que no aparecen en el control para este caso y para los compuestos restantes.
Extracelularmente no se encontraron vias estadisticamente significativas.

PEA, mostrd que la via influenciada por el cisplatino fue el metabolismo de la glicina,
serina y treonina, al igual que el control. Extracelularmente tampoco se encontraron
rutas significativas.

Por lo tanto se propone que en este estudio el cisplatino pudiera encontrarse
alterando principalmente la biosintesis de fosfolipidos y que su efecto sobre el
metabolismo en esta linea celular con respecto al tiempo, no es tan inmediato; en
estudios posteriores podrian evaluarse tiempos mas largos para visualizar si logra

alterar otras rutas metabdlicas.

Caslll-ia

Gracias al anadlisis QEA, se encontré que las vias metabdlicas influenciadas por el
compuesto son la biosintesis de acidos grasos, ademas de las tres rutas que
coinciden con las encontradas en las muestras sin tratamiento.

En donde se observa el impacto de otros procesos es en las muestras
extracelulares donde destacan el metabolismo del piruvato, de nucledtidos, via de
las pentosas, glucogénesis y el efecto Warburg, por lo que posiblemente a estos dos
tiempos de evaluacién, se tenga un consumo mayor los metabolitos involucrados en
estas vias por parte del medio intracelular.

Por su parte los nucléotidos son esenciales para las células cancerosas, ya que
dependen de la sintesis de novo de los mismos para mantener reservas suficientes
y apoyar la replicacién del ADN vy la produccion de ARN [97]; la via de las pentosas,
se considera comunmente como una defensa que contrarresta el estrés oxidativo y
produce ribosa-5-fosfato para la sintesis de nucledtidos. Sin embargo, nuevos
estudios sugieren que esta via tiene impactos importantes en varios aspectos del
cancer, incluida la proliferacién, la apoptosis, la invasién, la farmacorresistencia y la
metastasis [98]; la glucogénesis o gluconeogénesis, suprime significativamente la
glucdlisis aerdbica lo que lleva al efecto Warburg (descrito en Capitulo 1) e influye

en otras vias metabdlicas en las células cancerosas, incluido el ciclo del TCA, la
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fosforilacién oxidativa, la via de las pentosas, la glutamindlisis y la biosintesis de
serina y nucleétidos [99]. Como puede observarse, los procesos metabdlicos
significativos en la parte extracelular se encuentran relacionados entre ellas.

En PEA intracelularmente destacan la glucdlisis/gluconeogénesis y el metabolismo
del piruvato, el cual también es significativo extracelularmente.

Por lo que se propone que la Caslll-ia, esté influyendo principalmente en procesos

como metabolismo de carbohidratos y de nucleétidos.

Casll-gly

El caso de la Casll-gly resulta interesante pues se observan varias rutas
impactadas en QEA, incluso a los 20 y 40 min, donde destacan la degradacion del
etanol, el metabolismo de la pirimidina y del fosfatidilinocitol, asi como la beta-
oxidacion. En el analisis hasta los 120 min (que soélo fue posible realizar para este
compuesto), se observan otras rutas relevantes distintas, donde destacan el
metabolismo del piruvato, de la alanina, tirosina, asi como |Ila
glucdlisis/gluconeogénesis y la biosintesis de fenilananina, tirosina y triptéfano.

El metabolismo de los nucledtidos, como ya se menciond anteriormente, es una via
critica que genera moléculas de purina y pirimidina para la replicacién del ADN, la
sintesis de ARN vy la bioenergética celular, lo que apoya la replicacion de células
cancerosas [100]; la beta-oxidacion esta relacionada con la sintesis de acidos
grasos que como se menciond anteriormente son empleados por las células
cancerosas para su proliferacién, supervivencia, resistencia a los medicamentos y
metastasis [101], si bien para el metabolismo del a, resistencia a los medicamentos
y metastasis [100]; si bien para el metabolismo del fosfatidilinocitol no se ha
reportado un efecto sobre las células cancerosas, se encuentra ligado a la glucdlisis,
tal como se muestra en la Figura 29; la alanina y tirosina, también se han asociado
a la proliferacion de células cancerosas [102].

Extracelularmente se tienen procesos como la biosintesis de fosfolipidos, sintesis de
fosfatidilcolina, metabolismo del piruvato, efecto Warburg y
glucdlisis/gluconeogénesis.

El andlisis PEA encontré que hasta los 40 min las vias de importancia fueron la

glucdlisis/gluconeogénesis, mientras el numero de vias significativas hasta los 120
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min es mayor, destacando la sintesis de acidos grasos, metabolismo del glutamato,
histidina y la alanina, ciclo del TCA, cadena de transporte de é, beta oxidacion,
biosintesis de acidos grasos, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.

De algunos procesos ya se explicé anteriormente el efecto que tiene sobre las lineas
cancerosas; por su parte el metabolismo del glutamato, esta directamente ligado con
el de la glutamina que como se expuso en el Capitulo 1 es uno de los sellos
caracteristicos del cancer; mientras que la cadena de transporte de ¢ vy el ciclo del
TCA son dos de los procesos mas importantes de las células pues proveen de ATP
a las mismas.

En la parte de antecedentes de este documento, se menciond el estudio de
microarreglos donde emplearon este mismo compuesto, que si bien fue evaluado en
células de cancer cervicouterino (HelLa), existen similitudes con los resultados
encontrados durante este trabajo. Durante ese estudio se reporté que la Casli-gly
impacta el metabolismo de carbohidratos y de aminoacidos, asi como alteraciones
en el metabolismo de los lipidos, glucdlisis/gluconeogésis, coincidente con lo

observado por medio de los estudios de QEA y PEA presentados anteriormente.

Estos hechos también evidencian una versatilidad de la actividad de esta
Casiopeina® frente a diferentes lineas célulares teniendo probablemente el mismo
efecto metabdlico en ellas.

En resumen la Casll-gly, afecta mayor numero de vias metabdlicas y no
directamente conectadas y su impacto sobre el metabolismo de lipidos sugiere que
podria ser buena candidata a disminuir los procesos de metastasis y migracion de
las células cancerosas. Actualmente dentro del grupo de investigacién se evalua el
efecto de las Casiopeinas® en la migracién e invasion de células de cancer
cervicouterino y el potencial anti-metastasico de las mismas in vivo.

Por otro lado, comparando los efectos sobre el metabolismo de la linea celular al
agregar el tratamiento con las Casiopeinas® y la actividad bioldgica de cada una
sobre la linea celular empleada, es clara una correlacion, pues la Caslll-ia es menos
activa que la Casll-gly, que logra una afectacion de mayor numero de vias
metabalicas.

Adicionalmente, se ha propuesto en trabajos anteriores que las Casiopeinas® son

capaces de producir un dafio a las células cancerosas en tiempos cortos, lo que

68




empata con lo observado en los resultados, pues a comparaciéon del cisplatino que
hasta los 40 min no se encuentra alterando muchos procesos metabdlicos, las
Casiopeinas® impactan desde tiempos cortos, y al parecer a tiempos mayores (120

min) el efecto sobre las células es aun mas importante.
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7. Conclusiones

La Casll-gly fue el compuesto mas activo, seguida de la Caslll-ia.

Las células se mantuvieron viables en los tiempos de evaluacion (20 y 40 min) a las

concentraciones empleadas para los tres compuestos.

Se identificaron un total de 25 metabolitos en las muestras intracelulares y 8

metabolitos en las muestras extracelulares.

Se encontraron similitudes en el comportamiento intracelular y extracelular de las

muestras de cisplatino y de la CaslI-gly, principalmente.
De acuerdo a los resultados obtenidos sobre el impacto sobre las vias metabdlicas
en este estudio a los 20, 40 y 120 min (el ultimo en el caso de la Casll-gly) se

propone que:

El cisplatino podria encontrarse alterando principalmente la biosintesis de

fosfolipidos.

La Caslll-ia esté influyendo principalmente en procesos como metabolismo de

carbohidratos y de nucledtidos.

La Casll-gly afecta mayor numero de vias metabdlicas, incluso no correlacionadas

destacando su impacto sobre el metabolismo de carbohidratos y de lipidos.
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Anexo A.

Caracteristicas fisicoquimicas de las Casiopeinas®

empleadas.
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1. Nitrato de 4,4-dimetil-2,2"-bipridina acetilacetonato cobre(ll) monohidratado
(Casiopeina lll-ia o Caslll-ia). Rendimiento: 90%. Analisis elemental calculado para
CuC17H17N30s'H20: (PM = 426.92 g/mol): C, 47.83; N, 9.84; H, 4.96%.
Experimental: C,47.48; N, 9.97; H, 5.07%. IR (KBr,v/cm): 1616.14, 1587.2,1525.5,
1490.8, 1384.7 (NO3), 730.9.perf = 1.80 BM. A (1 mM disolucion etandlica a 298 K)
=40.23 uS.

2. Nitrato de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina  glicinato  cobre(ll)  dihidratado
(Casiopeina ll-gly o Casll-gly) Rendimiento: 89%. Analisis elemental calculado
para CuC1sH15sN4Os5-2H20 (PM = 443.9 g/mol): C, 43.29; N, 12.62; H, 4.54.
Experimental: C, 43.53; N, 12.61; H, 4.70%. IR (KBr,v/cm™): 3305, 3253, 2945,
1600, 1579, 1383 (NO 3), 1430, 871, 726. pett = 1.76 BM.X (1 mM disolucién etandlica
a 298 K) = 38.8 uS.
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Anexo B.

Resultados de los experimentos de viabilidad
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Tiempo

Oh

20 min

40 min

1h

2h

4h

6h

Repeticion

W N R WIN R WNRPRP WNRPR WNRPRWNRWNR

Viabilidad en células sin tratamiento

Células
vivas

98
92
74
90
82
64
100
71
97
108
106
106
69
82
73
94
110
73
109
104
105

Células
muertas

PO O/ P OO WININ O FRPIRP P OO O KL, O ON

Células
totales

100
92
74
91
83
64

100
71
98

109

107

106
71
84
76
94

110
74

109

104

106

%

Viabilidad

98
100
100

98.90
98.80
100
100
100
98.98
99.08
99.07
100
97.18
97.62
96.05
100
100
98.65
100
100
99.06

% Viabilidad
promedio por
tiempo

99.33

99.23

99.66

99.38

96.95

99.55

99.69

Tabla 1. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la linea
celular MDA-MB-231 sin tratamiento.
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Viabilidad en células con cisplatino

Tiempo | Repeticion | Células | Células Células % % viabilidad
vivas muertas totales viabilidad | (promedio por
tiempo)
Oh 1 99 0 99 100 99.34
2 90 1 91 98.90
3 113 1 114 99.12
20 min 1 129 0 129 100 99.69
2 122 0 122 100
3 106 1 107 99.07
40 min 1 90 4 94 95.74 99.44
2 80 0 80 100
3 84 0 84 100
1h 1 80 0 80 100 99.68
2 92 0 92 100
3 103 1 104 99.04
2h 1 61 0 61 100 100.00
2 84 0 84 100
3 89 0 89 100
4h 1 60 1 61 98.36 97.63
2 82 2 84 97.62
3 126 4 130 96.92
6h 1 72 1 73 98.63 98.75
2 87 1 88 98.86
3 118 0 118 100

Tabla 2. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la linea
celular MDA-MB-231 con cisplatino (21.76 yM).
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Tiempo

Oh

20 min

40 min

1h

2h

4h

6h

Viabilidad en células con Casll-gly

Repeticion | Células Células Células % % viabilidad
vivas muertas | totales | viabilidad (promedio
por tiempo)
80 0 80 100
210 0 210 100
102 0 102 100 100
156 1 157 99.36
162 0 162 100
184 0 184 100 99.79
140 0 140 100
157 0 157 100
139 0 139 100 100
120 0 120 100
133 1 134 99.25 99.75
121 0 121 100
141 0 141 100
154 0 154 100
169 2 171 98.83 99.61
167 3 170 98.24
187 5 192 97.40
180 2 182 98.90 98.18
188 6 194 96.91
152 0 152 100
186 3 189 98.41 98.44

W N R WN R WNRER WNRWNRWNRWNR

Tabla 3. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la linea

celular MDA-MB-231 con CaslI-gly (1.5 uM).
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Tiempo

Oh

20 min

40 min

1h

2h

4h

6h

Repeticion

W N R WN R WN PR WNRPR WNPR WNR WNR

Viabilidad en células con Caslll-ia

190
98
119
157
147
137
106
343
367
185
171
189
93
193
226
200
171
217
190
259
190

Células
vivas

Células
muertas

AN PP O P OW WO R R O PPN O O O/N O OO

Células
totales

190
98
119
159
147
137
106
345
371
185
172
190
0
196
229
200
172
223
194
261
194

%

viabilidad

100
100
100
98.74
100
100
100
99.42
98.92
100
99.42
99.47
100
98.47
98.69
100
99.42
97.31
97.94
99.23
97.94

% viabilidad
(promedio por
tiempo)

100

99.58

99.44

99.63

98.58

98.91

98.59

Tabla 4. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la linea

celular MDA-MB-231 con Caslll-ia (15.55 pM).
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Anexo C.

Resultados de los experimentos de QEA Y PEA
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1. Grafico del analisis PEA para las muestras intracelulares en ambos

tiempos de tratamiento.
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Table 2: Result from Pathway Analysis

Total Cmpd | Hits | Raw p -loglO(p) Holm adjust | FDR Impact
Glycerophospholipid metabolism 36 1 2.11E-03 2.68E400 | 7.82E-02 7.82E-02 | 0.03
Glycine, serine and threonine metabolism | 33 3 1.10E-02 | 1.96E+400 | 3.95E-01 2.03E-01 | 0.25
Amino sugar and nucleotide sugar | 37 1 1.38E-01 | 8.60E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.08
metabolism
Pentose and glucuronate interconversions 18 1 1.38E-01 8.60E-01 1.00E4-00 6.63E-01 0.08
Ascorbate and aldarate metabolism 8 1 1.38E-01 | B.60E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.00
Propanoate metabolism 23 1 2.33E-01 6.33E-01 1.00E400 6.63E-01 0.00
Valine, leucine and isoleucine biosynthe- | 8 3 2.59E-01 | 5.87E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.00
sis
Valine, leucine and isoleucine degrada- 40 3 2.59E-01 5.87E-01 1.00E4-00 6.63E-01 0.00
tion
Primary bile acid biosynthesis 46 1 2.91E-01 | 5.35E-01 1.00E400 6.63E-01 | 0.01
Ubiquinone and other terpenoid-quinone | 9 1 2.93E-01 | 5.33E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.00
biosynthesis
Pantothenate and CoA biosynthesis 19 1 3.02E-01 5.19E-01 1.00E+00 6.63E-01 0.00
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan | 4 2 3.08E-01 | 5.11E-01 1.00E4-00 6.63E-01 1.00
biosynthesis
Tyrosine metabolism 42 2 3.19E-01 | 4.96E-01 1.00E4-00 6.63E-01 | 0.14
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 48 9 3.73E-01 4.28E-01 1.00E+00 6.63E-01 0.00
Glutathione metabolism 28 2 3.93E-01 4.06E-01 1.00E4-00 6.63E-01 0.11
Porphyrin and chlorophyll metabolism 30 2 3.93E-01 | 4.05E-01 1.00E4-00 6.63E-01 | 0.00
Citrate cycle (TCA cycle) 20 2 4.20E-01 | 3.77E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.08
Butanoate metabolism 15 2 4.24E-01 | 3.73E-01 1.00E400 6.63E-01 | 0.00
Histidine metabolism 16 1 4.24E-01 | 3.73E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.00
Arginine and proline metabolism 38 2 4.24E-01 | 3.72E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.09
D-Glutamine and D-glutamate | 6 2 4.29E-01 | 3.67E-01 1.00E400 6.63E-01 | 0.50
metabolism
Arginine biosynthesis 14 2 4.29E-01 | 3.67E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.12
Nitrogen metabolism 6 2 4.29E-01 | 3.67E-01 1.00E4-00 6.63E-01 | 0.00
Cysteine and methionine metabolism 33 1 4.34E-01 3.62E-01 1.00E4-00 6.63E-01 0.00
Alanine, aspartate and glutamate | 28 5 4.48E-01 | 3.49E-01 1.00E+4-00 6.63E-01 | 0.31
metabolism
Purine metabolism 65 4 4.69E-01 3.29E-01 1.00E+4-00 6.68E-01 0.03
Glyoxylate and dicarboxylate 32 5 5.06E-01 2.96E-01 1.00E+00 6.89E-01 0.11
metabolism
Selenocompound metabolism 20 1 5.21E-01 | 2.83E-01 1.00E+400 6.89E-01 | 0.00
Inositol phosphate metabolism 30 1 5.85E-01 2.33E-01 1.00E+00 7.36E-01 0.00
Glycolysis / Gluconeogenesis 26 2 5.96E-01 | 2.24E-01 1.00E+4-00 7.36E-01 | 0.13
Pyruvate metabolism 22 3 7.12E-01 | 1.48E-01 1.00E+4-00 8.39E-01 | 0.35
Pyrimidine metabolism 39 2 7.26E-01 | 1.39E-01 1.00E4-00 8.39E-01 | 0.02
Phenylalanine metabolism 10 3 7.7T0E-01 1.13E-01 1.00E+4-00 8.39E-01 0.36
Starch and sucrose metabolism 18 3 7.81E-01 1.07E-01 1.00E+400 8.39E-01 0.57
Nicotinate and nicotinamide metabolism 15 1 7.94E-01 1.00E-01 1.00E+4-00 8.39E-01 | 0.23
Neomycin, kanamycin and gentamicin | 2 2 8.34E-01 | T.90E-02 1.00E+400 8.57TE-01 | 0.00
biosynthesis
Galactose metabolism 27 2 9.55E-01 | 2.02E-02 1.00E4-00 9.55E-01 | 0.04

Tabla 1. Resultados del analisis PEA para las muestras intracelulares para ambos

tiempos de tratamiento.
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Enrichment Overview (top 50)

Betaine Metaholism
Phosphatidylethanolamine Biosynthesis
Catecholamine Biosynthesis

Carnitine Synthesis

Bile Acid Biosynthesis

Arginine and Proline Metaholism
Ammonia Recycling

Alanine Metabolism

Glycine and Serine Metabolism
Propanoate Metabolism

Pyruvaldehyde Degradation
Beta-Alanine Metabolism
Malate-Aspartate Shuttle

Histidine Metabolism

Nicotinate and Nicotinamide Metabolism
Spermidine and Spermine Biosynthesis
Urea Cycle

Steroid Biosynthesis

Sulfate/Sulfite Metabolism

Riboflavin Metabolism
Phosphatidylinositol Phosphate Metabolism
Aspartate Metabolism
Pentose Phosphate Pathway
Selenoamino Acid Metabolism
Nucleotide Sugars Metabolism
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Imagen 2. Gréfico del analisis QEA para las muestras intracelulares en ambos

tiempos de tratamiento.
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Table 2: Result from Quantitative Enrichment Analysis

Total Cmpd | Hits | Statistic Q | Expected Q | Raw p Holm p FDR
Phospholipid Biosynthesis 29 2 81.93 20.00 2.17E-03 | 1.93E-01 5.24E-02
Betaine Metabolism 21 4 #0.21 20.00 2.32E-03 2.04E-01 5.24E-02
Phosphatidylcholine Biosynthe- | 14 3 BR.T0 20.00 2.35E-03 | 2.05E-01 5. 24E-02
sis
Phosphatidylethanclamine 12 3 H2E.T0 20.00 2.35E-03 | 2.06E-01 5.24E-02
Biosynthesis
Methionine Metabolism 43 5 64,94 20.00 L.15E-02 | 9.78E-01 2.05E-01
Catecholamine Biosynthesis 20 1 26.78 20.00 2.93E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Thyroid hormone synthesis 13 1 26.78 20.00 2.93E-01 | 1.OOE+400 | 8.91E-01
Carnitine Synthesis 22 3 21.43 20.00 3.55E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Porphyrin Metabolism 40 2 21.41 20.00 3.55E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Bile Acid Biosynthesis it} 4 20.74 20,00 3.64E-01 1.00E+00 8.91E-01
Valine, Leucine and Iscleucine | 60 ] 19.78 20.00 3.86E-01 1.00E+00 8.91E-01
Degradation
Arginine and Proline | 53 6 17.61 20.00 4.09E-01 | 1.O0OE+00 | 8.91E-01
Metabolism
Purine Metabolism 74 T 17.64 20.00 4.11E-01 1.00E+00 8.91E-01
Ammonia Recycling 32 T 17.43 20.00 4.14E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Glutathione Metabolism 21 5 17.33 20.00 4.14E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Alanine Metabolism 17 [ 17.32 20.00 4.14E-01 1.00E+00 2.91E-01
Phenylalanine and Tyrosine | 28 4 16.83 20.00 4.21E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Metabolism
Glycine and Serine Metabolism 59 T 16.64 20.00 4.22E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Arachidonic Acid Metabolism 69 1 16.51 20.00 4.24E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Propancate Metabolism 42 5 16.95 20.00 4.29E-01 | 1.O0E+00 | 8.91E-01
Glutamate Metabolism 49 9 16.55 20.00 4.30E-01 1.00E+00 #2.91E-01
Pyruvaldehyde Degradation 10 1 15.87 20.00 4.34E-01 | 1.0O0E+00 | 8.91E-01
Tyrosine Metabolism T2 3 15.88 20.00 4.39E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Beta-Alanine Metabaolism 34 2 15.55 20.00 4.42E-D1 1.00E+00 3.91E-01
Lysine Degradation 30 2 15.55 20.00 4.42E-01 | 1LO0OE+00 | 8.91E-01
Malate-Aspartate Shuttle 10 2 15.55 20.00 4.42E-01 1.00E+00 8.91E-01
Cysteine Metabolism 26 5 15.49 20.00 4.45E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Histidine Metabolism 43 4 15.48 20.00 4.45E-01 1.O0E+00 | 8.91E-01
Folate Metabolism 29 4 15.48 20,00 4.45E-01 1.00E+00 8.91E-01
Nicotinate and Nicotinamide | 37 5 15.44 20.00 4.50E-01 | 1.O0E+00 | 8.91E-01
Metabolism
Biotin Metabolism 8 1 14.74 20.00 4.52E-01 1.00E+00 #2.91E-01
Spermidine and Spermine | 18 1 14.74 20.00 4.52E-01 | 1.O0OE+00 | 8.91E-01
Biosynthesis
Tryptophan Metabolism 60 4 14.74 20.00 4.60E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Urea Cycle 29 T 14.73 20.00 4.66E-01 1.00E+00 8.91E-01
Oxidation of Branched Chain | 26 3 13.34 20.00 4.85E-01 | 1.00E+00 | B.91E-01
Fatty Acids
Steroid Biosynthesis 48 2 12.89 20.00 4.94E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Pantothenate and CoA Biosyn- | 21 2 12.89 20.00 4.94E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
thesis
Sulfate/Sulfite Metabolism 22 2 12.89 20.00 4.94E-01 | 1.O0E+00 | 8.91E-01
Beta Oxidation of Very Long | 17 2 12.89 20.00 4.94E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Chain Fatty Acids
Riboflavin Metabolism 20 2 12.89 20.00 4.94E-01 1.00E+00 8.91E-01
Thiamine Metabolism 9 2 12.89 20,00 4.94E-01 1.00E+00 8.91E-01
Phosphatidylinositol Phosphate | 17 2 12.89 20.00 4.94E-01 | 1L.O0E+00 | 8.91E-01
Metabolism
Trehalose Degradation 11 2 20.00 4.94E-01 | 1.O0OE+00 | 8.91E-01
Aspartate Metabolism 35 4 20.00 4.96E-01 | 1.O0OE+00 | 8.91E-01
Amino Sugar Metabolism 33 6 20.00 5.54E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Pentose Phosphate Pathway 29 3 20.00 5.91E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Fatty Acid Biosynthesis 35 1 20.00 5.96E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Selenoamino Acid Metabolism 28 5 20.00 6.12E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Ethanol Degradation 19 3 20.00 6.20E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Nucleotide Sugars Metabolism 20 5 20.00 6.51E-01 | 1.00E+400 | 8.91E-01
Starch and Sucrose Metabolism 31 5 20.00 G.51E-01 1.00E+00 3.91E-01
Inositol Metabolism 33 4 20.00 6.54E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Inositol Phosphate Metabolism 26 4 20.00 6.54E-01 | 1.00E400 | 8.91E-01
Pyrimidine Metabolism 59 5 20.00 T.02E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Pyruvate Metabolism 48 [ 20.00 7.51E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Glucose-Alanine Cycle 13 5 20.00 T.58E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Warburg Effect o8 10 20.00 T.65E-01 1.00E+00 8.91E-01
Ketone Body Metabolism 13 2 20.00 T.ATE-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Pterine Biosynthesis 29 1 20.00 T.04E-01 | 1.O0E+400 | 8.91E-01
Caffeine Metabolism 24 1 20.00 7.94E-01 1.OOE400 | 8.91E-01
Fatty Acid Elongation In Mito- | 35 1 20.00 T.94E-01 | 1.00E+400 | 8.91E-01
chondria
Androgen and Estrogen | 33 1 1.92 20.00 T.94E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
Metabolism
Retinol Metabolism 37 1 1.92 20.00 T.94E-01 1.00E+00 #2.91E-01
Glycerol Phosphate Shuttle 11 1 1.92 20.00 T.O4E-01 | 1.O0E+400 | 8.91E-01
Steroidogenesis 43 1 1.92 20.00 T.94E-01 | 1.00E+400 | 8.91E-01
Plasmalogen Synthesis 26 1 1.92 20.00 T.94E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
De Novo Triacylglycerol Biosyn- | 9 1 1.92 20.00 T.94E-01 | 1.00E+00 | 8.91E-01
thesis
Cardiolipin Biosynthesis 11 1 1.92 20.00 7.94E-01 | 1.OOE+00 | 8.91E-01
Androstenedione Metabolism 24 1 1.92 20.00 7.94E-01 1.O0E+400 | 8.91E-01
Estrone Metabolism 24 1 1.92 20.00 7.94E-01 1.00E+00 3.91E-01




Citric Acid Cycle
Gluconeogenesis

Butyrate Metabolism
Phenylacetate Metabolism

Fatty acid Metabolism
Mitochondrial Beta-Oxidation of
Short Chain Saturated Fatty
Acids

Mitochondrial Beta-Oxidation of
Medium Chain Saturated Fatty
Acids

Mitochondrial Beta-Oxidation of
Long Chain Saturated Fatty
Acids

Mitochondrial Electron Trans-
port Chain

Phytanic Acid Peroxisomal Oxi-
dation

Glycerolipid Metabolism
Fructose and Mannose Degrada-
tion

Threonine and 2-Oxobutanoate
Degradation

Glycolysis

Galactose Metabolism
Sphingolipid Metabolism
Lactose Synthesis

Lactose Degradation

Transfer of Acetyl Groups into
Mitochondria

32
35
19

43

27

28

19

26

25
32

20
25
38
40
20

22

BB oW =]

w W W

[SUR =  ]

6.21
4.97
4.32
6.60
4.11
4.11

4.11

4.97
4.97

4.97

2.81
2.79
0.41
0.41
0.32
0.54

20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00

20.00

20.00

20.00
20.00

20.00
20.00

20.00

20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00

8.00E-01
8.14E-01
8.14E-01
8.18E-01
8.20E-01
8.20E-01

8.20E-01

8.20E-01

B.27TE-01

8.27E-01

8.31E-01
8.31E-01

8.31E-01

B.7TTE-01
8.78E-01
9.25E-01
9.25E-01
9.29E-01
9.87TE-01

1.00E+00
1.00E+00
1.00E+00
1.00E+00
1.00E+400
1.00E+4-00

1.00E4+00

1.00E+00

1.00E+00
1.00E4-00

1.00E+00
1.00E+00

1.00E+00

1.00E+00
1.00E+00
1.00E+00
1.00E+00
1.00E+00
1.00E+00

8.91E-01
8.91E-01
8.91E-01
8.91E-01
8.91E-01
8.91E-01

8.91E-01

8.91E-01

8.91E-01

8.91E-01

8.91E-01
8.91E-01

8.91E-01

9.20E-01
9.20E-01
9.40E-01
9.40E-01
9.40E-01
9.87TE-01

Tabla 2. Resultados del analisis QEA para las muestras intracelulares para ambos

tiempos de tratamiento.
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Imagen 3. Grafico del analisis PEA para las muestras extracelulares en ambos

tiempos de tratamiento.
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Table 2: Result from Pathway Analysis

Total Cmpd | Hits | Raw p -logl0(p) | Holm adjust | FDR Impact
Galactose metabolism 27 1 5.85E-01 | 2.33E-01 1.00E+00 8.10E-01 | 0.03
Starch and sucrose metabolism 18 2 6.78E-01 1.69E-01 1.00E+4-00 8.10E-01 0.56
Neomycin, kanamycin and gentamicin | 2 2 6.78E-01 1.69E-01 1.00E400 8.10E-01 0.00
biosynthesis
Pantothenate and CoA biosynthesis 19 1 6.87TE-01 1.63E-01 1.00E+00 8.10E-01 0.00
Glycolysis / Gluconeogenesis 26 1 7.29E-01 1.37E-01 1.00E+4-00 8.10E-01 | 0.03
Glyoxylate and dicarboxylate | 32 1 7.29E-01 1.37E-01 1.00E+00 8.10E-01 | 0.00
metabolism
Valine, leucine and isoleucine biosynthe- 8 3 7.59E-01 1.20E-01 1.00E+00 8.10E-01 0.00
sis
Valine, leucine and isoleucine degrada- 40 3 7.61E-01 1.19E-01 1.00E+00 8.10E-01 0.00
tion
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 48 3 7.61E-01 1.19E-01 1.00E+400 8.10E-01 0.00
Inositol phosphate metabolism 30 1 7.86E-01 1.04E-01 1.00E400 8.10E-01 0.00
Pyruvate metabolism 22 2 8.10E-01 | 9.13E-02 1.00E+400 8.10E-01 | 0.14

Tabla 3. Resultados del analisis PEA para las muestras extracelulares para ambos

tiempos de tratamiento.
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Metabolite Sets Enrichment Overvie!

Sphingolipid Metabolism

Glucose-Alanine Cycle

Lactose Synthesis

Lactose Degradation

Transfer of Acetyl Groups into Mitochondria
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Gluconeogenesis

Warburg Effect

Amino Sugar Metabolism

Aspartate Metabolism

Ethanol Degradation
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Valine, Leucine and Isoleucine Degradation
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Pentose Phosphate Pathway
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Inositol Phosphate Metabolism

Pyruvate Metabolism
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Imagen 4. Gréfico del analisis QEA para las muestras extracelulares en ambos

tiempos de tratamiento.
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Table 2: Result from Quantitative Enrichment Analysis

Total Cmpd | Hits | Statistic Q [ Expected Q | Raw p Holm p FDR

Sphingolipid Metabolism 40 1 8.07 20.00 5.85E-01 1.00E+00 8.10E-01
Glucose-Alanine Cycle 13 1 8.07 20.00 5.85E-01 1.00E4+-00 | 8.10E-01
Lactose Synthesis 20 1 8.07 20.00 5.85E-01 1.00E+00 8.10E-01
Lactose Degradation 9 1 8.07 20.00 5.85E-01 1.00E+00 | 8.10E-01
Transfer of Acetyl Groups into 22 1 8.07 20.00 5.85E-01 1.00E+00 8.10E-01
Mitochondria

Glycolysis 25 2 5.90 20.00 6.78E-01 1.00E+00 8.10E-01
Galactose Metabolism 38 2 5.90 20.00 6.78E-01 1.00E400 | 8.10E-01
Propanoate Metabolism 42 1 4.49 20.00 6.87E-01 1.00E+00 | 8.10E-01
Gluconeogenesis 35 3 5.29 20.00 7.01E-01 1.00E+00 8.10E-01
Warburg Effect 58 3 5.29 20.00 7.01E-01 1.00E+00 8.10E-01
Amino Sugar Metabolism 33 1 3.33 20.00 7.29E-01 1.00E+00 8.10E-01
Aspartate Metabolism 35 1 3.33 20.00 7.29E-01 | 1.00E+400 | 8.10E-01
Ethanol Degradation 19 1 3.33 20.00 7.29E-01 1.00E+4-00 8.10E-01
Fatty Acid Biosynthesis 35 1 3.33 20.00 7.29E-01 1.00E+00 | 8.10E-01
Valine, Leucine and Isoleucine | 60 3 6.92 20.00 7.59E-01 1.00E+400 | 8.10E-01
Degradation

Nucleotide Sugars Metabolism 20 1 2.05 20.00 7.86E-01 1.00E400 8.10E-01
Inositol Metabolism 33 1 2.05 20.00 7.86E-01 1.00E+00 8.10E-01
Pentose Phosphate Pathway 29 1 2.05 20.00 7.86E-01 1.00E4-00 | 8.10E-01
Starch and Sucrose Metabolism 31 1 2.05 20.00 7.86E-01 1.00E4+00 | 8.10E-01
Inositol Phosphate Metabolism 26 1 2.05 20.00 7.86E-01 1.00E+00 | 8.10E-01
Pyruvate Metabolism 48 2 1.68 20.00 8.10E-01 | 1.00E+400 | 8.10E-01

Tabla 4. Resultados del analisis QEA para las muestras extracelulares para

ambos tiempos de tratamiento.
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