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RESUMEN 

Antecedentes. 

El cáncer de mama es la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad en mujeres. 

La metástais y la recurrencia del cáncer de mama son las principales causas de 

muerte en pacientes con esta enfermedad, La metástasis es responsable de apro-

ximadamente el 90% de las muertes por cáncer. 

Recientemente se identificó una pequeña subpoblación tumoral responsable de es-

tos procesos, a la cual se denominó células troncales de cáncer (cancer stem cells, 

CSC). Actualmente, las terapias convencionales que se utilizan en la clínica no son 

eficaces para prevenir la metástasis o erradicar a las CSC, por lo que es necesario 

buscar nuevas estrategias terapéuticas. 

La reprogramación del metabolismo energético es un sello distintivo de las células 

cancerosas que se puede usar como un posible blanco terapéutico. Anteriormente, 

en nuestro grupo de trabajo se determinó que la fosforilación oxidativa es la vía 

energética que suministra la mayor cantidad de ATP en las células troncales de 

cáncer de mama provenientes de la línea celular MCF7, las cuales denominamos 

breast cancer stem cells like (BCSC-like). Lo anterior sugirió la necesidad de evaluar 

una terapia anti-mitocondrial para erradicar a las BCSC-like  

Metodología. 

Para demostrar la potencial utilidad del metabolismo energético como posible 

blanco para erradicar a las BCSC-like, en este trabajo, evaluamos inhibidores mito-

condriales (oligomicina, casiopeina-IIgly, alfa TEA, sulindac, celecoxib y dimetilce-

lecoxib), glucolíticos (yodo acetato y gosipol) y fármacos antineoplásicos (paclitaxel, 

doxorubicina, 5-fluorouracilo y cisplatino) en diferentes concentraciones (0.1, 1, 10, 

100, 1000 µM) para determinar su efecto sobre la viabilidad y la invasión de las 

BCSC-like provenientes de MCF7.  

Resultados. 

Los inhibidores mitocondriales (casiopeina–IIgly, alfa tea, sulindac, celecoxib y di-

metilcelecoxib) fueron más potentes  (de 5 a 100 veces) para inhibir la viabilidad a 
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bajas concentraciones (0.8 - 30 µM) en comparación con los fármacos antineoplá-

sicos y los inhibidores glucolíticos (> 100 µM). Cuando combinamos paclitaxel (un 

fármaco antineoplásico) con inhibidores mitocondriales como el celecoxib, hay un 

aumento en el efecto para inhibir la viabilidad (62%) y la invasividad (87%) de las 

BCSC-like de MCF7. 

Evaluamos el efecto en la fosforilación oxidativa en presencia de esta combinación 

y observamos un aumento en el consumo total de oxígeno, pero no en la fosforila-

ción oxidativa, lo que nos sugirió que podría haber un aumento en la producción de 

ROS. La combinación de celecoxib (0.6 µM) y paclitaxel (10 µM) aumenta la con-

centración de ROS en las células BCSC-like. 

Evaluamos la viabilidad en células de fibroblastos de ratón 3T3 (no tumorales) y 

esta se mantuvo en presencia de la combinación de paclitaxel con celecoxib en un 

80%. 

Conclusiones. 

Estos resultados indican que una terapia combinatoria con celecoxib puede poten-

ciar el efecto de paclitaxel repercutiendo en la función mitocondrial, aumentando la 

velocidad de producción de ROS y así disminuír la viabilidad y la capacidad  invasiva 

de las BCSC-like, a dosis clínicamente relevantes y que no tienen efecto aparente 

sobre la viabilidad de células no tumorales. Esto es una estrategia novedosa que 

pudiera dar las bases para una nueva terapia combinatoria. 
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ABSTRACT 

Background. 

Breast cancer is the neoplasm with the highest incidence and mortality in women. 

Metastasis and recurrence of breast cancer are the main causes of death in patients 

with this disease. Metastasis is responsible for approximately 90% of cancer deaths. 

Recently, a small tumor subpopulation responsible for these processes was identi-

fied, which was called cancer stem cells (CSC). Currently, conventional therapies 

used in the clinic are not effective to prevent metastasis or eradicating CSCs, so it 

is necessary to search for new therapeutic strategies. 

The reprogramming of energy metabolism is a hallmark of cancer cells that can be 

used as a possible therapeutic target. Previously, in our working group it was deter-

mined that oxidative phosphorylation is the energy pathway that provides the highest 

amount of ATP (80%) in breast cancer stem cells from the MCF7 cell line, which we 

call breast cancer stem cells like (BCSC- like). The above suggested the need to 

evaluate an anti-mitochondrial therapy to eradicate the BCSC-like 

Methodology. 

To demonstrate the potential utility of energy metabolism as a possible target to 

eradicate BCSC-like, in this work, we evaluate mitochondrial drugs (oligomycin, ca-

siopein-IIgly, alpha TEA, sulindac, celecoxib and dimetilcelecoxib), glycolytics (io-

dine acetate and gossypol) and antineoplastics (paclitaxel, doxorubicin, 5-fluoroura-

cil and cisplatin) in different concentrations (0.1, 1, 10, 100, 1000 μM) to determine 

their effect on the viability and invasion of BCSC-like from MCF7. 

Results. 

Mitochondrial inhibitors (casiopein-IIgly, alpha tea, sulindac, celecoxib, and dime-

thylcolecib) were more potent (5-100 fold) to inhibit viability at low concentrations 

(0.8-30 μM) compared to antineoplastic drugs and glycolytic inhibitors (> 100 μM). 

When we combine paclitaxel (an antineoplastic drug) with mitochondrial inhibitors 
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such as celecoxib, there is an increase in the effect to inhibit the viability (62%) and 

the invasiveness (87%) of the BCSC-like BCF7. 

We evaluated the effect on oxidative phosphorylation in the presence of this combi-

nation and observed an increase in total oxygen consumption, but not in oxidative 

phosphorylation, which suggested that there could be an increase in ROS produc-

tion. The combination of celecoxib (0.6 μM) and paclitaxel (10 μM) increases the 

concentration of ROS in BCSC-like. 

We evaluated the viability in 3T3 mouse fibroblast cells (non-tumor cells) and this 

was maintained in the presence of the combination of paclitaxel with celecoxib in 

80%. 

Conclusions. 

These results indicate that a combinatorial therapy with celecoxib can potentiate the 

effect of paclitaxel having an impact on mitochondrial function, increasing the ROS 

production rate and thus decreasing viability and invasion process of BCSC-like, at 

clinical relevant doses and which have no apparent effect on the vilabtility of non-

tumor cells. This is a novel strategy that could provide the basis for a new combina-

torial therapy. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer de mama es el primer tipo de cáncer en mujeres en México y a nivel 

mundial, además es el cáncer con mayor mortalidad en mujeres (GCO. IARC, 2018). 

El tiempo de sobrevida libre de enfermedad es de 5 a 10 años después de haber 

recibido quimioterapia, radioterapia, cirugía o la combinación de éstos y la recurren-

cia representa más del 40% de las pacientes previamente diagnosticadas (Arce et 

al., 2011).  

En años recientes se demostró la presencia de una subpoblación tumoral que pre-

sentaba características clínicas de gran relevancia, a esta subpoblación se le deno-

minó cancer stem cells (CSC) (Kwon y Shin, 2013). Algunas de estas características 

son la sobreexpresión de proteínas involucradas en el desarrollo del fenotipo de (a) 

transición epitelio-mesénquima (un paso involucrado en la preogresión de la metás-

tasis que consiste en la disminución en la expresión de E-cadherina, sobreexpresión 

de Snail, beta catenina, fibronectina, vimentina); (b) invasión (expresión de metalo-

proteinasas de matriz); (c) resistencia a agentes quimioterapéuticos (por sobreex-

presión de P-glicoproteína, citocromos CYP) y a radiación (por actividad de ALDH); 

(d) autorrenovación y (e) potencial metastásico (Alison et al., 2012; Chen et al., 

2016; Myung et al., 2012; Velasco-Velázquez et al., 2012).  

La metástasis y la recurrencia del cáncer de mama representa la principal causa de 

muerte en mujeres con esta enfermedad (Li et al., 2007; Yang et al., 2017); actual-

mente no existe una terapia efectiva para evitar la recurrencia del cáncer o prevenir 

la metástasis en la cual están involucradas las CSC. Además, las terapias clínicas 

actuales tienen efectos secundarios en las pacientes, deteriorando su calidad de 

vida. 

La metástasis es un proceso celular altamente demandante de energía por lo que 

la inhibición del metabolismo energético prevalente en las CSC podría ser un blanco 

efectivo para inhibir este proceso ya querecientemente se demostró que la inhibición 

de OxPhos podría ser un objetivo potencial para tratar los cánceres. 
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CAPÍTULO II. ANTECEDENTES 

2. CÁNCER 

La transformación de una célula sana en una célula tumoral conlleva diversas mo-

dificaciones genéticas y metabólicas que tienen repercusión sobre los procesos de 

proliferación, muerte celular, invasión y metástasis, los cuales en el 2011 Hanahan 

y Weinberg incluyeron como sellos característicos del cáncer. 

Dependiendo del tejido de origen los tumores se pueden clasificar en distintos gru-

pos: 

Epiteliales: El 80% de los tumores son de este origen y se les denomina carcino-

mas (Rogalla y Contag, 2015; Cooper, 2009; Frank, 2007; Tanner, 2012), están 

compuestos de células epiteliales pero no mantienen el arreglo estructural caracte-

rístico de los tejidos epiteliales sanos. Dentro de los carcinomas hay dos subgrupos, 

los carcinomas de células escamosas que son los epitelios que forman capas pro-

tectoras como piel, cérvix, orofaríngeo, pulmonar, entre otros. El segundo subgrupo 

es el de los adenocarcinomas los cuales consisten en células epiteliales especia-

lizadas para secretar sustancias en los ductos o cavidades como el adenocarcinoma 

mamario (Wang et al., 2012; Phesse y Clarke, 2009).. 

Sarcomas: Derivan de células mesenquimales como fibroblastos, tejido conectivo 

(hueso, cartílago, músculo), adipocitos, osteoblastos, etc (Frank, 2007). 

Hematopoyéticos: Compuestos por células del sistema inmune y de células desti-

nadas para formar eritrocitos. Existe un subgrupo denominado linfoma el cual está 

constituido por linfocitos T y B y generalmente son encontrados en ganglios linfáti-

cos (Cazzola, 2016). 

Sistema Nervioso central: los tumores neuroectodérmicos pueden proceder de 

células de la glía (gliomas), células de Schwan (Schwannomas), astrocitos (astroci-

tomas), entre otros (Zhuge et al., 2017). 

Uno de los procesos mejor estudiados de la transformación maligna de las células 

es en el cáncer colorectal (Nowell, 1976; Fearon y Vogelstein, 1990). Este proceso 



 

7 

es conocido como secuencia adeno-carcinoma y cada uno de los pasos es inducido 

por alteraciones genéticas. El primer paso ocurre cuando una célula normal pierde 

los “candados” (mecanismos de control como inhibición del ciclo celular) que detie-

nen la proliferación y, por lo tanto, incrementa su capacidad proliferativa y puede 

hacerlo indeterminadamente (expansión clonal), esto a causa de una mutación gé-

nica (Vogelstein et al., 2013; Hanahan and Weinberg, 2011).  Esta mutación le con-

fiere una ventaja selectiva sobre las células epiteliales normales y a este crecimiento 

acelerado se le conoce como neoplasia. Particularmente en el cáncer colorectal la 

mutación usualmente se presenta en el gen APC (adenomatous polyposis coli) (Fo-

dde, 2002) y esta primera mutación forma un adenoma (benigno) pequeño que, se-

guido de una mutación en el gen KRAS promueve una expansión clonal acelerada 

y al ir acumulando más mutaciones como en TP53 y SMAD4, eventualmente dará 

origen al adenocarcinoma (progresión tumoral) el cual presentará la capacidad de 

invadir y hacer metástasis. 

Los procesos anteriores se conocen como carcinogenesis y se generalizan para 

todos los tipos de cáncer, sin embargo, dependiendo del órgano o tejido donde se 

encuentre localizado el tumor, será el tipo de mutaciones que presentará (Vogels-

tein and Kinzler 2004; Bozic et al., 2010). En cáncer de mama puede presentarse 

una predisposición genética si existe mutación en el gen BRCA1, BRCA2, ATM y/o 

TP53 (Feng et al., 2018; Draga et al., 2015). 

 

 

 

2.1 CÁNCER DE MAMA 

El cáncer de mama (CaMa) es la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad en 

mujeres, a nivel mundial y en México. El observatorio global del cáncer (GCO) en el 

2018 reportó 2,088,849 (11.5%) casos a nivel mundial (con un total de 18,078,957 

casos de todos los tipos de cáncer) y 626,679 (6.5%) muertes por éste tipo de cán-

cer (con un total de 9,555,027 muertes por cáncer)  (GCO. IARC, 2018). 
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En México el CaMa representa el 26% de incidencia de cáncer en mujeres con un 

total de 27,283 casos reportados en el 2018 y 6,884 (16%) muertes por este tipo de 

cáncer (con un total de 42,967 muertes por cáncer) (GCO. IARC, 2018). 

Existen diversos métodos para la detección del cáncer de mama, un diagnóstico 

temprano de la enfermedad representa un buen pronóstico de la misma. Los méto-

dos diagnósticos constan de estudios de tamizaje (autoexploración mamaria) y es-

tudios de imagen como la mastografía, el ultrasonido mamario (US), la resonancia 

magnética (RM) y la tomografía por emisión de positrones (PET), si se presentan 

lesiones sospechosas se realizan biopsias y estudios histopatológicos (Bevers et 

al., 2009).  

Existen cuatro subtipos moleculares del carcinoma mamario que involucran la ex-

presión o ausencia de marcadores como el receptor de progesterona (RP), receptor 

de estrógeno (RE), HER-2. Con base en estos marcadores se clasifican de acuerdo 

con la tabla 1. 

Tabla 1. Subtipos moleculares de cáncer de mama. 

Subtipo de carcinoma mamarios Receptores por inmunohistoquímica 

Luminal A RE+, RP+, Ki67  y HER-2- 

Luminal B RE+, RP+, Ki67 y HER-2 +/- 

HER-2 HER-2+, RE-, RP- 

Triple negativo RE-, RP-, HER-2- 

 

En México el 60% de los casos de carcinoma mamario tienen receptores hormona-

les positivo (Luminales A o B), HER-2 positivo representa el 17% y los carcinomas 

triples negativos representan el 23% (NOM-041-SSA2-2002). 

Los tratamientos para el cáncer de mama constan de cirugía conservadora (resec-

ción del tumor y tejido sano circundante), se utiliza cuando se presentan tumores 

primarios localizados; cirugía radical (mastectomía radical); se realizan cuando el 
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cáncer se localiza en más de un sitio en la mama (Morrow et al., 2016); quimiotera-

pia, terapia hormonal, terapia biológica y radioterapia las cuales pueden ser de ma-

nera adyuvante lo que significa que se administra en pacientes que ya recibieron un 

tratamiento quirúrgico y lo que busca es aumentar el tiempo libre de enfermedad 

para así evitar una recurrencia tumoral (Sparano et al., 2015), o neoadyuvante que 

es cuando se administran antes de un tratamiento quirúrgico para reducir el tamaño 

del tumor y así sea más fácil su resección. La cirugía y la radioterapia tienen una 

acción local, la quimioterapia, hormonoterapia y la terapia biológica tienen una ac-

ción sistémica (Gradishar et al., 2016). 

Los fármacos antineoplásicos pueden tener como blanco el DNA, los receptores 

hormonales, receptores de tirosin-cinasas o proteínas del citoesqueleto para evitar 

la división celular. Dependiendo del estado hormonal de las pacientes es el trata-

miento terapéutico que se selecciona (Bruce et al., 2007). 

Para las pacientes premenopáusicas con carcinoma in situ, positivo a receptor de 

estrógenos y que se les realizó cirugía conservadora, se les administra Tamoxifen 

(20mg/día) durante 5 años como una terapia reductora de riesgo de recurrencia. 

Pero para las pacientes posmenopáusicas se utilizan inhibidores de aromatasas por 

5 años (Arce et al., 2011). 
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Tratamiento para metástasis 

Actualmente no existe ninguna terapia efectiva para evitar o curar este proceso ce-

lular. Los tratamientos que se administran actualmente en la clínica utilizan de refe-

rencia los subtipos moleculares y el estado hormonal de la paciente. Cuando el cán-

cer es altamente metastásico se administra una combinación de agentes quimiote-

rapéuticos ya que produce un mayor porcentaje de respuesta. 

El uso de poliquimioterapia únicamente se utiliza en pacientes que presenten crisis 

visceral (metástasis visceral y de progresión rápida), pacientes en las que se busque 

una respuesta rápida, paliación de síntomas rápidos o en los casos en que la ex-

pectativa de vida sólo permita una posibilidad de tratamiento aunque éste sea muy 

agresivo (NOM-041-SSA2-2002).  

Por último la terapia endócrina puede ser adyuvante o neoadyuvante, se utilizan 

como adyuvantes a los tamoxifenos (para mujeres pre-menopáusicas) reduciendo 

el riesgo de recurrencia en un 40%, e inhibidores de aromatasas como anastrosol, 

letrozol y exemestane (para mujeres postmenopáusicas que expresan RE o RP), 

disminuyendo el riesgo de recurrencia en un 3% (Arce et al., 2011; Morales-Vás-

quez, 2006). 

Más del 40% de las pacientes que recibieron un tratamiento para el cáncer de mama 

presentan una recurrencia tumoral de 5 a 10 años después del tratamiento. Los 

estudios han demostrado que en tumores sólidos y en leucemias existe una subpo-

blación tumoral que es la responsable de la recurrencia del cáncer, a estas células 

se le denomina células troncales de cáncer o cancer stem cells (CSC) (Kwon y Shin, 

2013). Los tratamientos actuales no son efectivos para erradicar las CSC por lo que 

la búsqueda de nuevas terapias antineoplásicas, es necesaria. 
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2.2 CÉLULAS TRONCALES DE CÁNCER  (CSC) 

La autorrenovación es la característica que define a las células troncales (stem cells) 

y a las células troncales de cáncer (Cancer Stem Cells), cuando una célula tiene la 

capacidad de autorrenovarse se refiere a que puede dar origen a una célula dife-

renciada y a otra célula no diferenciada. A este tipo de división se le conoce como 

división asimétrica (Velasco-Velázquez et al., 2012). La autorrenovación requiere 

del control del ciclo celular ya que las células troncales, en condiciones fisiológicas 

se encuentran en estado de quiescencia, lo que significa que están en arresto del 

ciclo celular en la fase G0, por lo que esta subpoblación celular mantiene una baja 

tasa de proliferación (Wang et al., 2016). El mantenerse en un estado de quiescen-

cia es un mecanismo de reservorio de las células troncales. Cuando existe un daño 

tisular y se necesita reparar el tejido dañado las células troncales salen de su estado 

de quiescencia y empiezan a proliferar para reparar el daño. Existen muchos facto-

res de crecimiento involucrados en mantener la quiescencia de las células troncales 

o para estimularlas para que prosigan su ciclo celular (TGFβ, Wnt, BMP, FGFs), 

proteínas inhibidoras del ciclo celular como inhibidores de cinasas dependiente de 

ciclinas (CDKIs) p57 y p21 (Velasco-Velázquez et al., 2009). El microambiente in-

fluye en la permanencia del estado de quiescencia y en la activación del ciclo celular 

(véase página 14). 

El control correcto de la proliferación, la diferenciación celular y el reemplazo celular 

ayuda a mantener la homeostasis de los tejidos, para mantener esta homeostasis 

se requiere de las células troncales.  

Las stem cells (SC) pueden clasificarse en dos grupos, células troncales embriona-

rias (embryonic stem cells, ESC) que derivan de la masa celular interna, y células 

troncales de adulto (adult stem cells, AdSC) las cuales se encuentran en diferentes 

tejidos y órganos como médula ósea, músculo esquelético, piel o sangre, y ayudan 

a la homeostasis de éstos (Sobhani et al., 2017). Las SC tienen una potencialidad, 

una capacidad de poder formar tejidos, órganos o dar origen a todos los tipos de 

células de un individuo y se clasifican en pluripotentes (capacidad de producir célu-

las de las 3 capas germinales, endodermo, mesodermo y ectodermo); totipontes, 
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(capacidad de producir todos los tipos de células de un organismo); multipotentes 

(se pueden diferenciar sólo en un número limitado de tipos celulares especializados) 

y unipotentes (sólo se pueden diferenciar en un linaje determinado) (Bacakova et 

al., 2018; Sobhani et al., 2017). 

Las CSC tienen la capacidad de autorrenovarse como una célula troncal sana em-

brionaria o de adulto, además de esta característica también comparten la capaci-

dad de migrar, invadir tejidos, tener una maquinaria que le permita protegerse de 

agentes citotóxicos, tienen una baja tasa de proliferación y representan una pe-

queña fracción del total de la masa heterogénea de tumor (0.01 - 2.5%) (Fillmore y 

Kupperwaser, 2008;  Guo et al., 2006; Han et al., 2013). 

 

En el 2003 Al-Hajj reportó la presencia de CSC en biopsias de cáncer de mama, 

identificó a esta subpoblación celular con los marcadores de superficie 

CD44+/CD24-/ ESA+ por citometría de flujo. Al-Hajj observó que las células que pre-

sentaban estos marcadores eran 50 veces más eficientes para formar tumores en 

ratones NOD/SCID que las células tumorales que no presentaban este fenotipo tron-

cal, además de que formaban tumores con bajo número de células (100 células), 

mientras que las células que no presentaban estos marcadores se requerían cientos 

e inclusive miles de células. 

Actualmente se ha descrito la presencia de CSC en diversos órganos y dependiendo 

de su tejido de origen son los marcadores que se emplean para identificarlas (Tabla 

2). Algunos de estos marcadores son también representativos de células troncales 

sanas. 
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Tabla 2. Marcadores de troncalidad en diferentes CSC.  

Marcador Función normal Células 
troncales sanas 

(SC) 

Células 
troncales de 

cáncer (CSC) 
 

Referencia 

CD44 Receptor al ácido 
hialurónico y 
proteína de 
adhesión 

HSC 

HprogC 

PSC 

Mama 

Páncreas 

Ovario 

Próstata 

 

Al-Hajj et al., 2003. 
 
Heiler et al., 2016. 
 
Parte et al., 2017.  
 
Kalantari et al., 
2017. 

CD133 Glucoproteína 
transmembranal 
Prominin 1. Regula 
diferenciación y 
pluripotencia celular 

HSC 

AdSC 

 

Glioblastoma 

Melanoma 

Colon 

Páncreas 

Pulmón 

Próstata 

Endometrio 

Kim et al., 2017. 

Heiler et al., 2016. 

Sun et al., 2017. 

Kalantari et al., 

2017. 

Oct 4  Proteína de unión 
de octámero. 
Factor 
transcripcional que 
regula la capacidad 
de autorrenovación 
y pluripotencia  

ESC 

 

Mama 

Pulmón 

Tiroides 

 

Wang et al., 2014. 
 
Phiboonchaiyanan 
et al., 2017. 
 
Carina et al., 2013. 

 

ALDH1 Aldehído 
deshidrogenasa. 
Desintoxicación 
celular 

AdSC Mama 

Glioblastoma  
Páncreas 

Cabeza y cuello 

Tomita et al., 2015. 

Marcato et al., 

2015. 

 

HSC, hematopoietic stem cell (célula troncal hematopoyética) 
HprogC, hematopoietic progenitor cell (célula progenitora hematopoyética) 
AdSC, adult stem cell (célula troncal de adulto)   
ESC, embryonic stem cell (célula troncal embrionaria) 

 

Los marcadores de troncalidad están involucrado con quimio y radio resistencia 

(Singer et al., 2018) y con un fenotipo más agresivo del cáncer como metástasis 

(Maugeri-Saccá et al., 2011; Joseph et al., 2018).  
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La metastasis y la recurrencia del cáncer de mama son las principales causas de 

muerte en pacientes con esta enfermedad y en los últimos años se demostró que 

las células troncales de cáncer de mama (Breast Cancer Stem Cells, BCSC) son las 

responsables de estos dos procesos (Luo et al., 2015). 

Conocer las características de las BCSC y entender sus procesos celulares puede 

ayudar a buscar blancos para erradicar a esta subpoblación tumoral. Algunas de 

estas características es su capacidad de autorrenovación, la capacidad de resistir a 

las terapias clínicas actuales como quimioterapia y radioterapia, tienen una baja 

tasa de proliferación, llevan a cabo transición epitelio-mesénquima (EMT), invasión, 

y tienen capacidad para realizar o promover la metástasis y su capacidad de formar 

nuevos tumores, por lo que también son llamadas células iniciadoras de tumor (Mi-

meault y Batra, 2013). 

2.3 RESISTENCIA DE CSC A TERAPIAS ANTINEOPLÁSICAS 

Las terapias actuales son efectivas para eliminar a las células que no son troncales 

pero no son efectivas para erradicar a las CSC. Algunas de las estrategias que tie-

nen las CSC para resistir a las terapias clínicas actuales se mencionan en la Tabla 

3. 
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Tabla 3. Mecanismos de resistencia a fármacos de las CSC. 

Mecanismo de 
resistencia 

Proteínas 
involucradas 

Mecanismo de 
acción 

Referencia 

Transportadores 
ABC 

P-glicoproteína 
(PGP)/MDR1 

Expulsa agentes 
quimioterapéuticos 
lo que dificulta la 
efectividad de las 
terapias y favorece 
la resistencia 
tumoral. 

Chen et al., 2016 

Enzimas 
desintoxicantes 

ALDH1 Proteger a las 
células de 
aldehídos tóxicos 
producidos por la 
radio y 
quimioterapia 

Peitzsch et al., 2013  

Kim et al., 2013 

Vías de 
señalización 

Oct 4, Sox2, Nanog, 
Wnt/β-catenina, 
Notch, Sonic 
hedgehog 

Mantenimiento del 
fenotipo troncal e 
implicadas en su 
capacidad invasiva 
así como 
quimioresistencia 

Maugeri-Saccá et al., 
2011 
 
Velasco-Velázquez et 
al., 2012 

Reparación de daño 
al DNA 

BRCA1, ATM, 
PCNA. 

Repara el daño 
causado por la 
radiación o por los 
agentes alquilantes 
de DNA por lo que 
genera radio y 
quimio resistencia 

Zentella et al., 2007 
 
Wang, 2015 
 
Kim et al., 2013 
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2.4 MICROAMBIENTE Y CSC  

Los tumores son heterogéneos, están constituidos de más de un tipo de células 

como pueden ser fibroblastos, adipocitos, células mesenquimales, células del sis-

tema inmune, células endoteliales, células tumorales y CSC (Hanahan y Weinberg, 

2011; Schwarz-Cruz et al., 2016). Cuando el tumor sólido va incrementando su ta-

maño se forman diferentes gradientes de oxígeno y de nutrientes dentro de éste. 

Está reportado que las células que están más cercanas a los vasos sanguíneos 

tienen una concentración de O2 de 30 µM sin embargo, las células que se encuen-

tran más alejadas de los vasos sanguíneos (a una distancia de 500 µm) tienen una 

concentración de 7 a 3 µM (Rodríguez-Enríquez et al., 2014). El gradiente de glu-

cosa a través del tumor también es importante para el crecimiento del mismo. Las 

células más cercanas a vasos sanguíneos presentan una concentración de glucosa 

de 5-10 mM y las células más alejadas tienen una concentración de 0.5 mM (Rodrí-

guez-Enríquez et al., 2014). 

Todas estas interacciones con los diferentes tipos celulares y los diferentes gradien-

tes de oxígeno, nutrientes y la secreción al medio de diferentes citocinas, metaboli-

tos y factores de crecimiento son los que constituyen al microambiente tumoral el 

cual ayuda al crecimiento y mantenimiento del tumor así como a promover la migra-

ción y la invasión e inclusive, a promover la resistencia a fármacos y activar la au-

torrenovación (Borovski et al., 2011). 

 Las bajas concentraciones de oxígeno (hipoxia 1 a 0.1 % de O2) inducen la activa-

ción de vías de señalización relacionadas con el fenotipo troncal como lo son Notch, 

sonic Hedgehog y WNT en células tumorales de mama, colon y cerebro (Karam-

boulas y Ailles, 2013; Li et al., 2013). 

Estas condiciones del microambiente pueden generar estrés oxidativo en las células 

tumorales el cual puede tener un mecanismo dual, puede activar diferentes meca-

nismos para sobrevivir a este estrés microambiental o dañar y matar a las células 

(Ralph et al., 2015). Dicho estrés favorece la inducción y mantenimiento del fenotipo 
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troncal. La hipoxia, la hipoglucemia o el tratamiento con fármacos incrementa apro-

ximadamente 8 veces los marcadores de células troncales CD44, Oct4 y Nanog (vía 

de señalización en células troncales) (Flavahan et al., 2013; Covello et al., 2006; 

Krishnamachary et al., 2012; Li et al., 2013). En nuestro laboratorio hemos estanda-

rizado un protocolo de selección e inducción del fenotipo “CSC-like” (tipo-CSC) me-

diante el uso de combinaciones de drogas antineoplásicas, hipoxia severa e hipo-

glucemia, condiciones que mimetizan el microambiente tumoral y que inducen a las 

células de cáncer a comportarse de una manera parecida a las CSC (Gallardo-Pé-

rez et al., 2017). 

Además de promover un fenotipo troncal, el microambiente tiene un papel muy im-

portante en la resistencia a las terapias clínicas convencionales mediante la sobre-

expresión de P-glicoproteina, transportadores ABC y la activación de citocromos 

p450 (Alison et al., 2012; Myung et al., 2012). 

 

2.5 METÁSTASIS  

La metástasis es la diseminación de células neoplásicas de un tumor primario a un 

órgano secundario (Gupta y Massagué, 2006). Es un proceso con diferentes etapas 

secuenciales que involucran: 1) la salida de las células del tumor primario por la 

pérdida de adhesión celular, 2) aumento en la motilidad e invasión celular (fenotipo 

mesenquimal) 3) la capacidad para realizar intravasación a torrente sanguíneo o 

sistema linfático y sobrevivir al microambiente en circulación, 4) hacer extravasación 

y 5) proliferar en un órgano secundario (colonizar) (Figura 1) (Chambers et al., 

2002). La invasión es crucial para la progresión maligna de la enfermedad, en este 

proceso las células tumorales secretan metaloproteinasas (MMPs) para poder de-

gradar matriz extracelular y así poder invadir tejidos adyacentes (De Wever y Ma-

reel, 2003).  

El microambiente tumoral también está involucrado en la progresión de la metásta-

sis pues diversas citocinas, metabolitos y los diferentes gradientes de oxígeno y 
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nutrientes pueden ayudar a promover la metástasis. Entre los factores que promue-

ven la metástasis se encuentran Snail, Twist, ZEB 1 y 2 y TGF- β (Lamouille et al., 

2014). 

La transición epitelio-mesénquima (EMT) es cuando una célula epitelial pierde ca-

racterísticas de epitelio como las uniones de adhesión célula-célula (por la pérdida 

de E-cadherina y expresión de vimentina) y adquiere características mesenquimales 

para poder migrar e invadir (Scheel et al., 2011).  Durante el proceso de metástasis 

las células están expuestas a todo el estrés microambiental como la hipoxia, el sis-

tema inmune, fármacos antineoplásicos, por lo que existe una selección de células 

que sobreviven a todo este estrés microambiental (Zhang et al., 2013). 

Para llevar a cabo la invasión, las células tumorales secretan metaloproteinasas de 

matriz las cuales ayudan a romper a las proteínas de uniones celulares (como la E-

cadherina o la integrina-β1) y esta pérdida del contacto célula-célula facilita la mi-

gración e invasión celular a tejido circundante y a vasos sanguíneos. Sin embargo 

en los últimos años se ha demostrado que las metaloproteinasas no sólo ayudan a 

degradar proteínas de matriz extracelular, sino que también tienen una función 

como  señalización celular como en la activación de factores de crecimiento, libera-

ción de citocinas y metabolitos (Van Damme et al., 2004).  

Las células adyacentes al tumor ayudan a las células tumorales a sobrevivir, por 

ejemplo, las células tumorales en circulación reclutan plaquetas para protegerse de 

las células del sistema inmune (principalmente las natural killer, NK) y además de 

la protección contra la lisis las plaquetas ayudan a las células tumorales mediante 

un mecanismo de señalización independiente acoplado a la protrombina circulante 

(Palumbo et al., 2007). 
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Figura 1. Pasos de la metástasis. 1) Desprendimiento de la masa tumoral (pérdida de pro-
teínas de adhesión). 2) Adquisición de un fenotipo mesenquimal (Transición Epitelio Me-
sénquima, EMT). 3) Intravasación, sobrevivir al torrente sanguíneo y circular por éste. 4) 
Extravasación. 5) Colonización.  

 

Existe una teoría llamada “seed and soil” la cual fue propuesta por Stephen Paget 

en 1889 y trata de explicar el trofismo de las células tumorales. Propone que las 

células metastásicas (ejemplificándolas como una semilla) sólo pueden colonizar 

ciertos órganos compatibles (haciendo referencia al suelo), estos órganos tienen un 

microambiente propicio para que las células metastásicas puedan desarrollar un 

nuevo tumor (Ribatti et al., 2006). Explicando así que el proceso de metástasis no 

es aleatorio, sino que se necesitan interacciones favorables para que se lleve a cabo 

(Psaila y Lyden, 2009; Langley y Fidler, 2011). 

Estudios previos demuestran la existencia de un nicho premetastásico en el cual el 

órgano blanco proporciona condiciones para facilitar la supervivencia de las células 

1 

2 

3 

4 

5 

Cerebro 

 

 

Hueso 

Pulmón 

Hígado 
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metastásicas y que éstas puedan colonizar y proliferar en este órgano secundario 

(Guise, 2010). Anteriormente se propuso que algunos mecanismos para la forma-

ción de este nicho premetastásico es la movilización de células progenitoras hema-

topoyéticas desde la médula ósea pre-acondicionando los sitios de metástasis antes 

de que lleguen las células tumorales metastásicas (Gupta y Massagué, 2006). Por 

ejemplo, VEGFR1 está implicado en el pre-acondicionamiento del pulmón, promo-

viendo la expresión de MMP9 en células endoteliales de pulmón y en macrófagos 

por medio de células del tumor primario (Hirastsuka et al., 2002), otro ejemplo es el 

factor derivado de estroma 1 (SDF-1) y CXCL12 que son quimiocinas derivadas de 

hueso y están involucradas en la metástasis de cáncer de mama y próstata a hueso. 

CXCL12 se expresa en órganos blanco para la metástasis de cáncer de mama como 

hueso, hígado, pulmón y cerebro y ayuda al establecimiento de las células en este 

órgano secundario (Langley y Fidler, 2011). 

Las células tumorales también son capaces de secretar diversos factores que pro-

mueven su sobrevivencia y proliferación en el microambiente del órgano secundario 

como son las metaloproteinasas (MMPs) para la remodelación de la matriz extrace-

lular, IGFs, TGF-β como factores de proliferación, VEGF para la inducción de an-

giogénesis y de interleucinas (IL-6, 8 y 11) (Guise, 2010). 

La metástasis tiene una gran relevancia clínica ya que representa el 90% de las 

muertes por cáncer, dejando así, solo un 10% de muertes por tumores primarios (Li 

et al., 2007). Las CSC al resistir a las terapias clínicas actuales son las que pueden 

llevar a cabo el proceso de metástasis y recurrencia tumoral (Yang et al., 2017), por 

lo que es de gran interés clínico la búsqueda de terapias para evitar la metástasis o 

para erradicar a las CSC. 

2.6 METABOLISMO ENERGÉTICO  

Todas las funciones celulares requieren energía y esta energía puede provenir úni-

camente de dos vías metabólicas, la glucólisis y la fosforilación oxidativa (OxPhos). 

En 1956 Otto Warburg demostró que la glucólisis se encontraba aumentada (2 a 17 

veces) en células tumorales, comparada con la glucólisis de células normales, esto 

aún en presencia de oxígeno, sin embargo no se evaluó la función mitocondrial. 
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En muchos tipos de células tumorales la mitocondria es funcional y además  aporta 

la mayor cantidad de ATP (Moreno-Sánchez et al., 2007; Zu y Guppy, 2004), Las 

mitocondrias tumorales tienen diferencias fisicoquímicas con las mitocondrias de 

células normales. Las mitocondrias tumorales tienen un mayor potencial electrone-

gativo de membrana (180mV) (Nicholls et al., 1999), una mayor cantidad de cardio-

lipina y de colesterol en sus membranas (Pedersen, 1978) lo cual provoca una ma-

yor cantidad de cargas negativas en la matriz mitocondrial. Para demostrar lo ante-

rior se realizaron experimentos con cationes lipofílicos y se determinó que éstos se 

acumulaban más (68%) en las mitocondrias tumorales que en mitocondrias sanas 

(Dietzen y Davis, 1994). 

Por lo anterior, se propone al metabolismo energético como un posible blanco tera-

péutico, más selectivo, para erradicar las células tumorales. 

En nuestro grupo de trabajo se determinó el aporte de ATP resultante de los flujos 

de la glucólisis y OxPhos en las células  provenientes de MCF7  seleccionadas con 

el protocolo de estrés microambiental (BCSC-like), encontrando que en general 

existe una disminución del metabolismo energético tanto del flujo de la OxPhos 

como de la glucólisis (Adán-Ladrón de Guevara et al., manuscrito en preparación) 

No obstante, con esta disminución en el metabolismo energético, la OxPhos es la 

vía que aporta un 87% del ATP mientras que la glucólisis contribuye solamente con 

un 13%, siendo la mitocondria la que aporta mayor energía para las funciones celu-

lares de las BCSC-like. 

La mitocondria, además de suministrar la mayor cantidad de ATP en la población 

heterogénea y en las BCSC-like, también está involucrada en otras funciones celu-

lares como la generación de metabolitos para otras vías metabólicas, muerte celular 

(apoptosis), migración y metástasis (Neuzil y Moreno-Sánchez, 2013; Rodríguez-

Enríquez, et al., 2011). 

Pacheco-Velazquez (2018) reportó que las líneas celulares de cáncer de mama tri-

ple negativo MDA-MB-231 y MDA-MB-648 dependen energéticamente de la 

OxPhos en mayor proporción (62 y 75% respectivamente) y que estas células fueron 

más sensibles a inhibidores mitocondriales para inhibir su proliferación, comparado 
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con inhibidores glucolíticos. Además demostró que los inhibidores mitocondriales 

también fueron eficaces para disminuir el proceso de migración, implicado en la pro-

gresión de la metástasis  (de 25 a 70% dependiendo el inhibidor) en estas dos líneas 

celulares de CaMa. 

Lo anterior indica la necesidad de realizar una terapia anti-mitocondrial en las CSC 

de mama para dirigir esa estrategia hacia las células de cáncer cuyo fenotipo ma-

ligno favorecen la progresión tumoral. 

 

2.7 INHIBIDORES MITOCONDRIALES 

Existen inhibidores de los complejos de la cadena transportadora de electrones,  

estos son sólo de uso experimental ya que tienen efectos tóxicos en el organismo, 

sin embargo se han reportado diferentes compuestos que podrían ser utilizados 

como inhibidores mitocondriales, aunque éste no sea su blanco canónico, y que 

estos no sean tóxicos para las células sanas (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Inhibidores canónicos y no canónicos mitocondriales. 

Inhibidor Blanco Referencia 

Canónicos mitocondriales 

Rotenona Inhibe complejo I   Moreno-Sánchez, Torres-

Márquez, 1991 

Malonato Inhibe complejo II Wojtovich y Brookes, 2008 

Antimicina A Inhibe complejo III  Ma et al., 2011 

Cianuro Inhibe complejo IV Delhumeau et al., 1994 

Oligomicina Inhibe ATP sintasa Moreno-Sánchez, Torres-

Márquez, 1991 

No canónicos mitocondriales 

Alfa-Tea Neuzil et al., 2001 
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Inhibidor Blanco Referencia 

Análogo de Vit. E, 
antioxidante. 
Inhibe complejo II  

Rodríguez-Enríquez et al., 
2012 

Cas-IIgly Inhibe a la PDH, 2OGDH y 
SDH (complejo II) 

Marín-Hernández et al., 2003 

Celecoxib AINEs 

Inhibe complejo II produce 
ROS y desacoplamiento 
mitocondria 

Pritchard et al., 2018 
Pacheco-Velázquez et al., 
2018. 

 

Las células tumorales al estar sometidas a condiciones de estrés tienen la capaci-

dad de activar mecanismos compensatorios por lo que en este trabajo evaluamos 

también inhibidores glucolíticos como yodo acetato y gosipol, para dilucidar el efecto 

que podrían tener sobre esta subpoblación. 

Recientemente, se demostró el efecto antiproliferativo del celecoxib en varios tipos 

de cáncer y CSC (Jacoby et al., 2000; Waskewich et al., 2002; Ralph et al., 2018). 

Aunque sus efectos antitumorales están relacionados con la inhibición de la COX 

(Kismet et al., 2004; Ralph et al., 2015; Huang et al., 2017), varios estudios indican 

que el celecoxib también inhibe la función mitocondrial promoviendo un incremento 

en la producción de ROS (Pritchard et al., 2018) y apoptosis (Song et al., 2002; 

Ralph et al., 2015). En este estudio, el efecto potencial de la combinación de inhibi-

dores mitocondriales se evaluó sobre la función mitocondrial (OxPhos) y la invasión 

de las BCSC-like. 

Los inhibidores de los complejos de la cadena transportadora de electrones pueden 

producir ROS ya que al disminuir el flujo de electrones, el oxígeno podría más fácil-

mente tomar uno de éstos y formar superóxido (O2
.). Por una dismutación el superó-

xido puede formar H2O2 (Murphy, 2008). 

2.8 REPOSICIONAMIENTO Y COMBINACIÓN DE FÁRMACOS 

El reposicionamiento de fármacos se refiere al uso de un medicamento para fines 

distintos a los que fue diseñado originalmente. Celecoxib, inhibe la COX-2, (Cho et 
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al., 2007; Mao et al., 2011; Mehar et al., 2008) pero también se ha utilizado como 

adyuvante en la terapia del cáncer (North, 2001).  

La combinación de fármacos es una estrategia terapéutica que busca la potencia-

ción de los efectos de los fármacos y disminuir las concentraciones de éstos para 

así evitar efectos secundarios (Keith et al., 2005).  

Lehàr y colaboradores (2009) evaluaron el efecto sinérgico antiinflamatorio de un 

glucocorticoide, la prednisolona y de un anti-depresivo, la nortriptilina en un modelo 

murino. Ellos reportarón un efecto antiinflamatorio sinérgico de éstos dos fármacos 

en el modelo de dolor de rata y al evaluar los efectos de esta combinación (0.3 + 10 

mg/kg de prednisolona y nortriptilina respectivamente) en hepatotoxicidad no en-

contraron efectos adversos como se mostraban sólo a altas dosis del glucocorti-

coide (5 mg/kg).  

Con estos antecedentes proponemos que el reposicionamiento del celecoxib en 

combinación con fármacos antineoplásicos podría ser una buena estrategia para 

inhibir el proceso de invasión de las BCSC-like repercutiendo en su función mito-

condrial. 

La mitocodria es un organelo con múltiples funciones celulares, la más importante 

de ellas es proveer la energía necesaria para que se lleven a cabo procesos como 

la división celular, la migración, invasión, síntesis de proteínas, etc. Al tener diferen-

cias fisicoquímicas las mitocondrias de células sanas respecto a las mitocondrias 

de células tumorales, se propone que podrían ser un buen blanco terapéutico para 

no dañar a las células sanas. Hasta el momento no existe una terapia anti-mitocon-

drial dirigida para erradicar a las BCSC ni para evitar el proceso de invasión por lo 

que en este trabajo abordamos estos dos problemas de gran interés clínico.
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CAPÍTULO III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El cáncer de mama es la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad en mujeres a 

nivel mundial y en nuestro país. Actualmente se sabe que la primera causa de 

muerte por cáncer es la metástasis representando un 90% dejando así solo un 10% 

de muertes por tumores primarios. Anteriormente se ha demostrado  que la presen-

cia de CSC en los tumores representa un mal pronóstico de la enfermedad y que 

esta subpoblación tumoral es responsable de la metástasis y la recurrencia tumoral. 

A la fecha, no existe una terapia efectiva para erradicar a las CSC ni para evitar el 

proceso de metástasis.  

CAPÍTULO IV. JUSTIFICACIÓN 

El metabolismo energético se ha propuesto como posible blanco terapéutico de las 

células tumorales por sus diferencias fisicoquímicas con el de las células sanas. 

Previamente se ha demostrado que las BCSC-like dependen en mayor proporción 

de la fosforilación oxidativa para el aporte de ATP por lo que la evaluación de inhi-

bidores mitocondriales en combinación con los fármacos antineoplásicos podría ser 

una buena estrategia terapéutica. 

CAPÍTULO V. HIPÓTESIS 

La combinación de inhibidores mitocondriales, como por ejemplo casiopeina-IIgly y 

celecoxib con fármacos antineoplásicos, como paclitaxel y cisplatino, disminuirá la 

invasión de células BCSC-like provenientes de MCF7. 
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CAPÍTULO VI. OBJETIVOS 

6 GENERAL  

Evaluar el efecto sinérgico de inhibidores mitocondriales con fármacos antineoplá-

sicos  sobre la invasión de las BCSC-like.  

6.1 PARTICULARES  

 

1. Determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50) de viabilidad de las 

BCSC-like con inhibidores mitocondriales, glucolíticos y antineoplási-

cos. 

2. Determinar la IC50 de invasión de las BCSC-like con los inhibidores mi-

tocondriales. 

3. Evaluar la sinergia de las combinaciones de inhibidores mitocondriales 

con fármacos antineoplásicos en el proceso de viabilidad. 

4. Evaluar el efecto de la combinación de inhibidores mitocondriales con 

fármacos antineoplásicos en el proceso de invasión. 

5. Evaluar el efecto de la combinación en el flujo de la fosforilación oxida-

tiva y en la glucólisis   

6. Medir la velocidad de producción de ROS en presencia de la combina-

ción de fármacos. 
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CAPÍTULO VII. METODOLOGÍA 

7 CULTIVO CELULAR  

Las células tumorales humanas de mama MCF7 (Luminal A) (1 X 106 células / ml) 

y MDA-MB-231 (Triple negativo) (1 X106 células / ml) fueron cultivadas en medio 

Dulbecco-MEM (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%  (GIBCO; Ro-

ckville, MD, EE. UU.) y 10,000 U de penicilina / estreptomicina (Sigma; Steinheim, 

Alemania) e incubados en 5% de CO2, 95% de aire a 37 ° C durante 3-4 días hasta 

alcanzar una confluencia de 80-90%. La línea celular MCF7 fue genotipificada en el 

Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN, México) mostrando que la lí-

nea celular comparte 14 alelos marcadores de los 14 reportados por la ATCC. 

7.1 ENRIQUECIMIENTO Y AISLAMIENTO DE CÉLULAS BCSC-LIKE  

La fracción enriquecida de células BCSC-like  se obtuvo mediante el uso de un pro-

tocolo previamente establecido (Gallardo-Pérez et al., 2017). MCF7 fue cultivada (1 

X 107 células / ml) en medio DMEM con 2.5 mM de glucosa más taxol (100 nM) en 

condiciones de normoxia por 12h. Posteriormente se cultivaron en medio DMEM 

con glucosa 25 mM más doxorrubicina (100 nM) en condiciones hipóxicas (0.1% de 

O2) utilizando una cámara de control de oxígeno (Coy Laboratory, Grass Lake, MI) 

por 12 h. Para mantener fenotipo troncal de las  BCSC-like  se cultivó en DMEM sin 

suero con glucosa 25 mM y se incubó en CO2 al 5%, aire al 95% a 37 ° C durante 

24 h adicionales. 

7.2 WESTERN BLOT  

Tanto las células BCSC-like como las MCF7 (5 x 106 células / ml) se resuspendieron 

en buffer de lisis RIPA (1x PBS pH 7.2, 1% de IGEPAL NP40, SDS al 0.1% y des-

oxicolato de sodio al 0.05%) más fluoruro de fenilmetanosulfonilo 2.5 mM y 1 tableta 

de inhibidores de  proteasas (Roche, Mannheimm, Alemania). Las muestras de pro-

teína (40 µg) se resuspendieron en buffer de carga más β-mercaptoetanol al 5% y 

se colocaron en gel de poliacrilamida al 10 ó 12.5% en condiciones de desnaturali-



 

28 

zación para llevar a cabo una electroforesis . La transferencia electroforética a mem-

branas de PVDF (BioRad; Hercules, CA, EE. UU.) fue seguida de una incubación 

durante la noche con anticuerpos contra CD44 y α-tubulina con dilución 1:500 (Bio-

tecnología de Santa Cruz; Santa Cruz, CA, EE. UU.) a 4° C. Las bandas de hibrida-

ción se revelaron con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con 

peroxidasa de rábano (Santa Cruz). La señal se detectó por quimioluminiscencia 

utilizando el sistema de detección ECL-Plus (Amersham Bioscience; Little Chalfont, 

Buckinghamshire, Reino Unido). El análisis de densitometría se realizó con el soft-

ware de imagen Scion (Scion; Bethesda MD, EE. UU.) y se normalizó frente a su 

control de carga respectivo (Gallardo-Pérez et al., 2017). El porcentaje de cada 

banda representa la media ± S.D. de al menos tres experimentos independientes. 

 

7.3 ENSAYO DE INVASIÓN  

BCSC-like y MCF7 (5 x 104 células / ml) se suspendieron en 0.1 ml de DMEM sin 

suero y se sembraron en el compartimento superior de las cámaras de Boyden (96 

pozos) (Trevigen Inc., Helgerman, EE. UU.). El compartimiento inferior se llenó con 

DMEM 25 mM de glucosa y 10% de SFB. Después de 24 horas a 37ºC, las células 

invasoras en el compartimento inferior se cargaron con calceína AM 60 nM (aceto-

metiléster) durante15 minutos. La fluorescencia de calceína se detectó a 485 nm de 

excitación y 520 nm en un lector de microplacas (Varioskan Lux, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) . La línea celular de cáncer MDA-MB-231 se usó 

como control de células metastásicas. 

7.4 DETERMINACIÓN DE IC50 DE VIABILIDAD  

MCF7 y BCSC-like (2 x104 células / pozo) se cultivaron en placas de 96 pozos a 37 

° C. Después de 24 h inhibidores glicolíticos (yodoacetato, IA; gosipol); mitocondria-

les (Cas-IIgly: casiopeina-II gly; oligomicina, α-TEA: ácido α-tocoferil oxiacético); fár-

macos clínicos (5-fluorouracilo: 5FU; paclitaxel; doxorubicina; cisplatino) o AINEs 

(Sulindac, Celecoxib y DMC: Dimetil-celecoxib). Los compuestos se agregaron a 

concentraciones logarítmicas 0.1, 1, 10 y 100 µM, se cultivaron las células durante 
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24 h adicionales. Los inhibidores metabólicos, AINEs y los fármacos clínicos se di-

solvieron en etanol al 70% / DMSO al 30%. La cantidad máxima de etanol / DMSO 

utilizada fue inferior al 10% del volumen final en el pozo y no afectó la viabilidad 

celular (> 90%). CasII-gly fue amablemente donada por la Dra. Lena Ruiz del Insti-

tuto de Química, UNAM-México. α-TEA y α-TOS fueron amablemente donados por 

el Dr. Emmanuel T. Akporiaye de Providence Portland Medical Center, Portland, 

OR, EE. UU. El efecto de los inhibidores sobre la viabilidad de las células cancero-

sas se determinó mediante el ensayo MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -

2,5-difeniltetrazolio) tal como lo describe Pacheco-Velazquez et al., 2018. 

7.5 DETERMINACIÓN DE IC50 DE INVASIÓN  

BCSC-like (5 x 104 células / ml) se suspendieron en 0.1 ml de DMEM sin suero 

añadiendo concentraciones sub IC50 (de viabilidad) de los inhibidores mitocondriales 

Cas-IIgly, α-TEA y los AINEs Sulindac y Celecoxib. Estos se sembraron en el com-

partimento superior de las cámaras de Boyden (96 pozos) (Trevigen Inc., Helger-

man, EE. UU.). El compartimiento inferior se llenó con DMEM 25 mM de glucosa y 

10% de SFB. Después de 24 horas a 37ºC, las células invasoras en el comparti-

mento inferior se cargaron con calceína AM 60 nM (acetometiléster) durante15 mi-

nutos. La fluorescencia de calceína se detectó a 485 nm de excitación y 520 nm en 

un lector de microplacas (Varioskan Lux, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EE.UU.).  

7.6 DETERMINACIÓN DE SINERGISMOS  

El efecto sinérgico de los inhibidores mitocondriales (celecoxib y cas-IIgly) más los 

diferentes fármacos antineoplásicos (cisplatino y paclitaxel) y los inhibidores gluco-

líticos (gosipol y yodoactato) se realizó empleando el ensayo MTT en microplacas 

de 96 pozos (para efectos sobre la viabilidad) y cámaras Boyden (para efectos sobre 

la invasividad). El rango de las dosis probadas fue inferior al IC50 individual (para la 

viabilidad o la invasividad) y se utilizó el modelo de aditivismo tipo Bliss para carac-

terizar el efectode la combinación. El modelo de aditivismo de Bliss (Borisy et al., 

2003) predice la respuesta combinada C para dos compuestos individuales con 
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efectos A y B es C = A + B (A * B) donde C es el efecto sinérgico de los fármacos 

que eliminan el efecto de monoterapia, A y B. En este modelo, se identificaron tres 

resultados: a) el efecto infra-aditivo en el que ambos fármacos ejercían una res-

puesta nula sobre el crecimiento celular; b) el efecto aditivo en el que el efecto com-

binado producido por dos o más fármacos es la suma algebraica de sus efectos 

separados; y c) el efecto supra-aditivo en el cual el efecto combinado producido por 

dos o más medicamentos es mayor que la suma de sus efectos separados (Borisy 

et al., 2003; Davila-Manzanilla et al., 2017). 

7.7 DETERMINACIÓN DE GLUCÓLISIS Y OXPHOS  

Para el flujo de glucólisis, se incubaron MCF7 y BCSC-like (1mg de proteína / ml) 

en buffer Ringer Krebs (NaCl 125 mM, KCl 5 mM, HEPES 25 mM, CaCl2 1,4 mM, 

KH2PO4 1 mM, MgCl2 1 mM, pH 7,4) previamente incubadas por 24 h con la com-

binación de fármacos. La glucólisis se inició añadiendo glucosa 5 mM. Las muestras 

celulares se incubaron a 37 ° C bajo agitación orbital suave. Después de 0, 10, 20 

y 30 minutos, las células se mezclaron rápidamente con ácido perclórico frío al 3% 

(p / v) y se centrifugaron. Los sobrenadantes se neutralizaron con KOH 1N / Tris 

100 mM. Para descartar la producción de lactato por glutaminólisis, las células tam-

bién se incubaron con 2-desoxiglucosa (2-DG, 20 mM). El lactato se determinó me-

diante un método estándar mediante el uso de lactato deshidrogenasa después de 

la formación de NADH a 340 nm. 

Para el consumo de oxígeno total y la determinación del flujo de OxPhos, se incu-

baron MCF7 y BCSC-like, previamente incubadas por 24 h con la combinación de 

fármacos, (1 mg de proteína / ml) en medio Krebs-Ringer saturado de aire a 37 ° C 

en un electrodo de tipo Clark o en un respirómetro de alta resolución (Oroboros 

Instruments, Innsbruck, Austria) a 37 ° C. Para revelar el consumo de oxígeno mi-

tocondrial, las células se incubaron con el inhibidor de la ATP sintasa oligomicina (5 

µM) 
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7.8 DETERMINACIÓN DE ROS  

Para determinar el efecto de la monoterapia y la terapia combinatoria con paclitaxel 

y celecoxib en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), MCF7 y 

BCSC-like se cultivaron en una placa de 96 pozos con 20,000 células en 0,1 ml. 

Después de 24 h, las células se expusieron a cada fármaco y a la combinación, se 

incubaron con 10 µM de dihidroetidio (DHE) y la fluorescencia se midió a una exci-

tación de 518 nm, una emisión de 605 nm en un lector de microplacas (Varioskan 

Lux, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA , USA) cada minuto por 1 hora. El DHE 

reacciona con el radical superóxido formando un compuestos llamado 2-hidroxieti-

dio (2-OH-E) el cual es altamente fluorescente. 

7.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los experimentos se realizaron de tres a cuatro preparaciones celulares indepen-

dientes (n). Los datos mostrados representan la media ± desviación estándar (D.E.) 

se utilizó el análisis de la prueba t de Student con valores de p < 0.05 o menores 

para determinar la significancia estadística. Para la determinación de diferencias 

entre dos o más grupos experimentales se utilizó el análisis ANOVA/post hoc 

Scheffé con valores de p < 0.05 para determinar significancia estadística.  
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL 
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CAPÍTULO VIII.   RESULTADOS  

8 FENOTIPO TRONCAL DE LAS BCSC-LIKE    

El protocolo de enriquecimiento de células con fenotipo troncal, reportado por Ga-

llardo-Pérez et al. (2017), proporcionó una densidad celular alta de BCSC-like con 

una viabilidad superior al 25% ± 3.5%. Las BCSC-like mostraron una sobreexpre-

sión (7 veces) en el marcador de troncalidad CD44 (Fig aveces dice fig y aveces 

figura. 2A) y adquirió una capacidad de invasión aumentada (25 veces) en compa-

ración con su línea parental MCF7 (Fig. 2B), como se reportó anteriormente (Ga-

llardo-Pérez et al., 2017). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Caracterización del fenotipo troncal de las BCSC-like provenientes de la línea 

celular MCF7. (A) Western Blot representativo del contenido de proteína del marcador de 

troncalidad CD44 después del protocolo se selección. (B) Capacidad de invasión adquirida 

después del protocolo de selección. El ensayo se realizó en cámaras de Boyden con matri-

gel por 24 h. se comparó con la línea celular metastásica de cáncer de mama triple negativo 

MDA-MB-231.   

 

 

B A 

n=3 *p < 0.01 vs MCF7 n=3 *p < 0.01 vs MDA-MB-231 
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8.1 EFECTO DE INHIBIDORES MITOCONDRIALES, GLUCOLÍTICOS Y FÀRMA-
COS ANTINEOPLÁSICOS SOBRE LA VIABILIDAD DE BCSC-LIKE 

Las BCSC-like  fueron más sensibles a los inhibidores mitocondriales como oligo-

micina, cas-IIgly y α-TEA (IC50 0.8-18 µM) para inhibir su viabilidad que los inhibido-

res glucolíticos como yodo acetato, y gosipol (IC50 >100 µM) (Tabla 5).  Las CSC 

son resistentes a las terapias convencionales de la clínica por lo que también se 

evaluaron los fármacos antineoplásicos (cisplatino, paclitaxel, doxorubicina, 5-FU) 

en las BCSC-like y tampoco tuvieron repercusión sobre la viabilidad de estas células 

(IC50 >100 µM) sin embargo estos fármacos si afectaron la viabilidad de la población 

parental MCF7 (Tabla 5). Interesantemente los AINEs sulindac, celecoxib y DMC 

también tuvieron repercusión sobre la viabilidad de las BCSC-like (IC50 1-36 µM) 

(Tabla 5). 

Previamente se ha reportado (Pacheco-Velázquez et al., 2018) que los AINEs pue-

den tener efecto sobre características de malignidad de las células tumorales como 

la proliferación, invasión y migración. Recientemente se demostró que el Celecoxib 

y el DMC actúan como inhibidores mitocondriales. Por lo que en este trabajo los 

utilizamos como inhibidores mitocondriales. 
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Tabla 5. IC50 de inhibidores mitocondriales, glucolíticos y fármacos antineo-

plásicos sobre la viabilidad de MCF7 y BCSC-like. 

Inhibidor IC50 MCF7 

µM 

IC50  BCSC-like 

µM 

Mitocondriales 

Cas-IIgly  1 ± 0.5 0.8 ± 0.05* 

α-TEA  35 ± 8 8 ± 0.8* 

Sulindac  220 ± 36 36 ± 8* 

Celecoxib  2 ± 0.4 1 ± 0.2* 

Dimetil-celecoxib  76 ± 10 21 ± 6* 

Fàrmacos antineoplásicos 

Paclitaxel  5  ± 1 ≥500 

Doxorubicina      9 ± 1      >100 

5-fluorouracilo            >100       >100 

Cisplatino            51 ± 37       >100 

Glucolíticos 

Yodo acetato  38 ± 12 181  ± 16* 

Gosipol >100 >100 

 

n= 3-4,* p <0.05 vs MCF7  
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8.2 EFECTO DE LOS INHIBIDORES MITOCONDRIALES SOBRE LA INVASIÓN 
DE BCSC-LIKE.  

A continuación, se evaluaron los fármacos con menor efecto sobre la viabilidad de 

BCSC-like (cas-IIgly, α-TEA, sulindac y celecoxib) en la capacidad de invasión. Los 

valores de IC50 de invasión con fármacos individuales se representan en la Tabla 6. 

Celecoxib y cas-IIgly fueron los fármacos más potentes para inhibir la invasividad 

durante 24 horas en BCSC-like. 

Tabla 6. IC50 de invasión en células BCSC-like con inhibidores mitocondriales 

y el fármaco antineoplásico paclitaxel.  

Inhibidor IC50 de invasión (µM) 

Cas-IIgly 0.5 ± 0.2 

α-TEA 6.6 ± 2 

Sulindac 17 ± 5 

Celecoxib                                        0.6 ± 0.25 

Paclitaxel ≥500 

 

n=3 

 

 

8.3 EFECTO TÓXICO EN CÉLULAS NO TUMORALES   

Determinamos la IC50 de cas-IIgly, α-TEA, sulindac y celecoxib en células endote-

liales de cordón umbilical de humano (HUVEC) y en fibroblastos de ratón (3T3). A 

excepción de cas-IIgly que si repercutió en la viabilidad de las HUVEC (IC50 4 ± 2 

µM) y en 3T3 (9  µM ± 3), todos los demás fármacos no mostraron tener un efecto 

citotóxico (IC50 > 90 µM) (Tabla 7). 
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Tabla 7. Efecto sobre la viabilidad de inhibidores mitocondriales y el fármaco 

antineoplásico paclitaxel en células no tumorales 

Inhibidor HUVEC (µM) 3T3 (µM) 

CasII-gly 4 ± 2 9 ± 3 

α-TEA > 200 >200 

Sulindac > 200 >200 

Celecoxib 100 ± 4 92 ± 10  

Paclitaxel N.D. 80 ± 7 

 

n=3 

8.4 SINERGISMO EN RELACIÓN A LAVIABILIDAD EN LAS CÉLULAS BCSC-
like  

Debido a que cas-IIgly y celecoxib fueron los más potentes para inhibir la viabilidad 

en BCSC-like, evaluamos el efecto de su combinación con inhibidores glucolíticos y 

con fármacos antineoplásicos sobre la viabilidad de ambos tipos de células cance-

rosas y no tumorales. 

El AINE celecoxib mostró un valor de IC50 de viabilidad muy bajo en BCSC-like sin 

efecto aparente en células normales (IC50 100 ± 4 µM en HUVEC; Tabla 7). Además, 

se ha documentado que celecoxib aumenta la toxicidad de varios fármacos. Cele-

coxib y cas-IIgly se combinaron con los fármacos antineoplásicos paclitaxel y cis-

platino y con los inhibidores glucolíticos yodo acetato y gosipol y se verificó la viabi-

lidad en BCSC-like y en MCF7. Cuando combinamos los inhibidores anteriores con 

cas-IIgly en MCF7 hubo un efecto sinérgico con todos los compuestos, resultados 

similares se obtuvieron con las BCSC-like a excepción de gosipol que no tuvo un 

efecto sinérgico (Tabla 8). El sinergismo fue mayor con celecoxib. En BCSC-like, de 

todos los fármacos ensayados con celecoxib, se observó sinergia (analizada con el 
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enfoque de aditivismo de tipo Bliss) con los fármacos clínicos paclitaxel, cisplatino 

y el inhibidor glucolítico IAA (ATB = 62, 21 y 46, respectivamente) Individualmente, 

celecoxib y cas-IIgly tienen valores IC50 similares en BCSC-like y MCF7 (Tabla 5) 

curiosamente, celecoxib presenta valores ATB más altos (Tabla 9) en comparación 

con cas-IIgly (Tabla 8) en un rango de 2 a 3 veces.  

Tabla 7. Efecto en la vibilidad de cas-IIgly combinada con fármacos antineo-

plásicos (cisplatino y paclitaxel) y glucolíticos (gosipol y yodo acetato) en 

MCF7 y BCSC-like 

Inhibidores 

MCF7 BCSC-like 

Inhibidor 

[µM] 

Cas-IIgly 

[nM] 

ATB 

(%) 

Inhibidor 

[µM] 

Cas-IIgly 

[nM] 

ATB 

(%) 

Cisplatino 0.1 – 10 1-800 0.5 - 14 0.1 - 10 1 – 100 2 – 5 

Paclitaxel 0.1 – 5 1-100 17 - 28 0.1 - 10 1 – 800 3 -24 

Gosipol 0.1 – 10 10-100 6 – 15 0.1 - 10 1 - 800 -(3-10) 

IAA 5 – 38 1 18 - 22 100 - 181 1 10 – 26 
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Tabla 8. Efecto de la combinación de celecoxib con fármacos antineoplásicos 

(cisplatino y celecoxib)  y glucolíticos (gosipol y yodo acetato) en la viabilidad 

de MCF7 y BCSC-like. 

Inhibidores  

MCF7 BCSC-like 

Inhibidor 

[µM] 

Celecoxib 

 [nM] 

ATB 

(%) 

Inhibidor 

[µM] 

Celecoxib  

[nM] 

ATB 

(%) 

Cisplatino  10 - 50 10 - 1000 29 - 64 10 - 50 1 - 1000 3 - 21 

Paclitaxel  0.1 - 5 10 - 1000 2 - 36 0.1 - 10 1 - 1000 15 - 62 

Gosipol  0.1 - 10 10 - 1000 -(2-15) 0.1 - 10 1 - 1000 -(2-27) 

IAA 10 - 181 1 – 100 14 - 22 50 - 181 1 12  - 46 
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8.5 SINERGISMO EN INVASIÓN DE BCSC-LIKE  

Debido a que cas-IIgly tuvo efectos citotóxicos en células no tumorales, solo la com-

binación de celecoxib con paclitaxel (la mejor combinación en viabilidad) se evaluó 

en la invasión. La mejor combinación para inhibir la invasividad de BCSC-like, cele-

coxib 0.6 μM más paclitaxel 10 μM con un ATB de 87% (Tabla 9). Paclitaxel no tiene 

la capacidad de inhibir el proceso de invasión ya que con 500 µM (una alta concen-

tración que no alcanza la IC50) solamente se inhibe un 40% y la invasión es inhibida 

al 50% en presencia de celecoxib con una IC50 de 0.6 µM (Figura 3). Evaluamos la 

viabilidad en células no tumorales 3T3  con la combinación de celecoxib 0.6 µM + 

paclitaxel 10 µM y su viabilidad se mantuvo en un 80%  (Figura 4) indicando el 

escaso efecto citotóxico de esta combinación en células no tumorales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. El efecto de celecoxib y paclitaxel fue evaluado sobre la invasión de 

BCSC-like en cámaras de Boyden con matrigel en concentraciones logarítmicas por 

24 h. n=3 

Paclitaxel Celecoxib 
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Figura 4. Efecto de la combinación de celecoxib 0.6 µM más paclitaxel 10 µM en células 

no tumorales de fibroblasto de ratón 3T3 (la línea verde indica que con la combinación se 

mantiene la viabilidad en un 80%). Asimismo, se evaluó la IC50 sobre la viabilidad de las 

células 3T3 con el fármaco antineoplásico paclitaxel en monoterapia (línea morada) y en 

combinación con celecoxib (línea azul). La determinación se realizo después de 24 h de 

exposición a los fármacos e inhibidores.   

 

 

 

BCSC-like 

Paclitaxel  [µM] Celecoxib [nM] ATB (%) 

0.1 – 10 600 87 

 

 

Tabla 9. Sinergismo supra aditivo de celecoxib con paclitaxel en invasión de BCSC-like 
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8.6 SINERGISMO SUPRA ADITIVO DE CELECOXIB CON PACLITAXEL EN LA 
FOSFORILACIÓN OXIDATIVA.  

A continuación, evaluamos el efecto en OxPhos en las concentraciones con mayor 

ATB para inhibir la invasión (0.6 µM de celecoxib + 10 µM de paclitaxel). La combi-

nación de estos dos fármacos no cambió la OxPhos; sin embargo, el consumo total 

de oxígeno aumentó 5 veces en el BCSC-like (Tabla 10). El aumento en el consumo 

total de oxígeno es consistente con el desacoplamiento mitocondrial, evidencia de 

esto, es el colapso en el potencial mitocondrial transmembranal (m) (Tabla 10.) 

Tabla 10. OxPhos y ΔΨm de BCSC-like expuestas a la combinación de celeco-

xib y paclitaxel 

Consumo total 

de O2 

OxPhos KCN 

[10mM] 

ΔΨm 

ngAO/min/mg UAF 

MCF7 

14 ± 4 8 ± 3 3  ± 1 145 ± 11 

BCSC-like  

7 ± 0.9* 4 ± 1* 3  ± 1 58 ± 5* 

BCSC-like 

+ Celecoxib 0.6µM + paclitaxel 10µM 

33 ± 2* 5 ± 1 16 ± 2* 9 ± 2* 

 

 
UAF= Unidades Arbitrarias de Fluorescencia. *P < 0.05 vs MCF7 (ANOVA/post hoc 

Scheffé) 
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8.7 Determinación de ROS 

La disminución en el potencial electroquímico transmembranal mitocondrial muestra 

un desacoplamiento mitocondrial, lo que nos llevó a dilucidar el mecanismo por el 

cual las mitocondrias no estaban acopladas. Anteriormente se informó que el cele-

coxib produce ROS, evaluamos la producción de ROS en las BCSC-like. Observa-

mos que las BCSC-like tienen una producción basal más alta de ROS comparado 

con las MCF7 y cuando se exponen a paclitaxel 10 µM y celecoxib 0.6. µM indivi-

dualmente, esta producción de ROS aumenta. Cuando exponemos la combinación 

(paclitaxel 10 µM más celecoxib 0.6 µM) observamosun efecto aditivo para la pro-

ducción de ROS en el BCSC-like (Figura 5).  

 

 

Figura 5.Velocidad de producción de ROS en BCSC-like expuesta a la combinación de 

celecoxib y paclitaxel. La pdocucción de ROS se medió con dihidroetidio después de 24 h 

de exposición a los fármacos. UAF= Unidades Arbitrarias de Fluorescencia n=3, *P < 0.05 

vs BCSC-like.          
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* 
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8.7 Determinación de glucólisis 

 

Evaluamos la glucólisis por la detección del lactato producido, utilizamos 2-desoxi-

glucosa como inhibidor de la glucólisis y determinar el lactato que se produce por la 

glutaminólisis. Podemos observar que la glucólisis disminuye un 50% en las BSCS-

like respecto a las MCF7 sin embargo cuando las BCSC-like están expuestas a ce-

lecoxib y al fármaco antineoplásico paclitaxel, no existe un cambio significativo en 

el flujo glucolítico. La glutaminólisis en las tres condiciones se mantuvo constante.  

 

Tabla 11. Producción total de lactato, flujo glucolítico y glutaminólisis de 

BCSC-like expuestas a la combinación de celecoxib y paclitaxel 

 MCF7 BCSC-like BCSC-like 

+ Celecoxib 0.6µM + Paclitaxel 
10µM 

nmol/min/mg de proteína 

Lactato total 17 ± 5 10 ± 3 11 ± 2 

Glutaminólisis 3 ± 1 3 ± 1 2 ± 1 

Glucólisis 14 ± 4 6 ± 2* 9 ± 2 

*P < 0.05 vs MCF7 
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CAPÍTULO IX. DISCUSIÓN 

 

Los tratamientos actuales contra el cáncer metastásico no tienen éxito debido a la 

presencia de células troncales de cáncer (CSC) (Prieto-Vila et al., 2017). Aunque la 

población de CSC constituye menos del 10% de la masa tumoral total, éstas con-

fieren resistencia a los fármacos antineoplásicos convencionales y adquieren un fe-

notipo metastásico (Perona et al., 2011). La radioterapia ha sido uno de los enfo-

ques más importantes en el tratamiento de tumores sólidos; sin embargo, la activa-

ción de la autorrenovación, la reparación del ADN y las vías antioxidantes confieren 

radiorresistencia a las CSC, lo que hace que los tumores reíncidan después de la 

radioterapia (Ogawa et al., 2013). En lo que respecta a la resistencia a la quimiote-

rapia, está bien descrito que las CSC expresan transportadores ABC que bombean 

fármacos citotóxicos, lo que resulta en resistencia a múltiples fármacos (Dean, 

2009). En los últimos años, la reprogramación del metabolismo energético se ha 

considerado como una característica de las células de cáncer que podría ser un 

buen blanco terapéutico. Recientemente se ha demostrado que la inhibición de 

OxPhos podría ser un objetivo potencial para tratar los cánceres metastásicos 

(Ralph et al., 2010; Rodríguez-Enríquez et al., 2014; Pacheco-Velázquez et al., 

2018). 

10.1 Las células BCSC-like dependen principalmente de OxPhos para el su-
ministro de ATP  

Varios tipos de células metastásicas dependen principalmente del suministro de 

ATP mitocondrial (50%) para los procesos de migración y proliferación (Pacheco-

Velazquez et al., 2018 Ralph et al., 2015). Estudios previos demuestran que las 

BCSC-like dependen más del metabolismo de la OxPhos para el suministro de ATP 

a pesar de que ambas vías energéticas disminuyen en un 50-80% en comparación 

con su línea parental MCF7 (Adán-Ladrón de Guevara et al., manuscrito en prepa-

ración).  

En la literatura encontramos reportes donde demuestran que células troncales de 

cáncer dependen en mayor proporción de la vía glucolítica, por ejemplo, Ciavardelli 
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et al., 2014 reporta que varias células troncales de cáncer derivadas de osteosar-

coma, glioblastoma, mama, pulmón, ovario y colon muestran un incremento en el 

contenido de ARN mensajero (2 veces) en las enzimas glucolíticas piruvato cinasa 

M2 (PKM2) y la lactato deshidrogenasa A (LDH-A) respecto a células tumorales no 

troncales de cada tejido, sin embargo no evaluaron el flujo total de la vía. Palorini y 

colaboradores (2014) reportan una alta producción de lactato extracelular (2 veces 

mayor) respecto a células tumorales no troncales de los dos reportes anteriores 

concluyen de manera general que las células troncales de cáncer mantienen un 

metabolismo de tipo glucolítico, sin embargo el flujo de glucólisis no se analizó ex-

perimentalmente. Por otro lado, Vlashi y colaboradores  (2014) reportaron que en 

CSC de mama y ovario la respiración total celular aumentó dos veces correlacio-

nando con lo reportado por otros autores que existe un ligero incremento en los 

niveles de ARN mensajero de la ATP sintasa (4 veces), citocromo c oxidasa (9,4 

veces) y piruvato deshidrogenasa (20 veces) enzimas de la OxPhos (Lamb et al. 

2014; Pastó et 2014; De Luca et al. 2015). Desafortunadamente, la respiración ce-

lular no revela realmente el flujo de OxPhos. Para esto, se debe agregar oligomicina, 

un inhibidor de la ATP sintasa (Rodríguez-Enríquez et al., 2010). 

Previamente se reportó que dependiendo de los requerimientos energéticos de las 

células tumorales, éstas pueden modificar su metabolismo. Algunas células de rá-

pida proliferación tienen un mayor flujo glucolítico y las células quiescentes obtienen 

su mayor contribución de energía de OxPhos (Sancho et al., 2016). El microam-

biente juega un papel importante ya que la hipoxia puede inducir un metabolismo 

más glucolítico por la estabilización de HIF-1 alfa (Liu et al., 2015). Las CSC tienen 

una baja tasa de proliferación, este estado de quiescencia es inducido por la sobre-

expresión de varios genes asociados con la troncalidad y ésta podría ser una expli-

cación de la disminución del metabolismo energético que nosotros encontramos en 

las BCSC-like como se ha reportado previamente (Corbet, 2018). 
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10.2 Estrategias antimitocondriales para erradicar a las BCSC-like. 

Estudios previos han utilizado inhibidores del proveedor principal de ATP en células 

metastásicas MDA-MB-231 y estos ayudaron a disminuir su alto potencial metastá-

sico (Pacheco-Velázquez 2018). La estrategia antimitocondrial mediante el uso de 

oligomicina, casII-gly, M-TEA disminuyó el proceso de migración del 25-70% y la 

expresión de varias proteínas de transición epitelio-mesenquima (EMT) como fibro-

nectina, E-cadherina y vimentina en MDA-MB-231 y MDA-MB-468 células de cáncer 

de mama metastásicas triple negativas (más del 60%) (Pacheco-Velázquez 2018). 

Además, la inhibición mitocondrial ha sido útil para disminuir la proliferación (50%) 

de varias células metastásicas (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) en varios modelos 

que incluyen la unidad básica de formación de tumores sólidos, los esferoides mul-

ticelulares (MCF7) (Mandujano-Tinoco et al., 2013). Por lo tanto, al haber identifi-

cado que las BCSC-like dependen en mayor proporción de la OxPhos, se evaluaron 

inhibidores mitocondriales como oligomicina, cas-IIgly, alfa-TEA, celecoxib y sulin-

dac. Todos los inhibidores mitocondriales ensayados disminuyeron la viabilidad de 

las BCSC-like más de 2 veces. Lamb y colaboradores observaron resultados simi-

lares con células troncales de cáncer enriquecidas (en mamoesferas), provenientes 

de MCF7 en las que la inhibición de los transportadores de monocarboxilatos (MCT1 

/ 2) con AR-C155858 a una concentración de 1 µM disminuyó significativamente el 

crecimiento de las mamoesferas (50%) (Lamb et al., 2014). 

Nuestros resultados demuestran que los inhibidores mitocondriales son más poten-

tes para inhibir la viabilidad de las BCSC-like (1.25 - 4 veces) que su línea celular 

de origen MCF7. Una posible explicación es la proporción de dependencia energé-

tica ya que MCF7 depende 70% y las BCSC-like dependen 90% de la OxPhos. Esto 

lo podemos corroborar cuando expusimos a las BCSC-like a inhibidores glucolíticos 

y estos no tuvieron repercusión sobre la viabilidad de esta subpoblación tumoral ya 

que BCSC dependen solo 10% de la producción de ATP. 

 

10.3 Inhibidores mitocondriales como posible estrategia para inhibir la inva-

sión de las BCSC-like. 
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La metástasis es la principal causa de muerte en pacientes con cáncer de mama (Li 

et al., 2007), Al-Hajj reportó que las CSC son más eficientes para formar tumores 

que las células tumorales que no presentan este fenotipo por lo que buscar una 

terapia contra las CSC podría evitar el proceso de metástasis.  

La metástasis es un proceso con múltiples pasos celulares, los cuales cada uno de 

ellos podría ser un potencial blanco para intentar evitar este proceso de gran interés 

clínico. La invasión es un proceso celular que requiere gran demanda de energía 

por lo que inhibir el metabolismo mitocondrial podría ser una estrategia terapéutica.  

Estudios como el de Zhao J et al., 2012 muestran una relación entre la mitocondria 

y la capacidad de invasión y migración en líneas celulares metastásicas. La primera 

evidencia que muestran es un cambio morfológico en la mitocondria, siendo más 

alargada en células no metastásicas de cáncer de mama (MCF7) y con menor lon-

gitud las líneas celulares metastásicas de cáncer de mama (MDA-MB-231 y MDA-

MB 436). Ellos observaron que la dinámica mitocondrial también está implicada en 

el potencial metastásico de las células pues la proteína Drp1, proteína involucrada 

en la fisión mitocondrial, se encuentra incrementada 2.5 veces en MDA-MB 231 y 5 

veces en MDA-MB 436 en comparación con MCF7 no metastásica. Silenciaron el 

RNAm de ésta proteína y mostraron que las líneas celulares metastásicas perdieron 

su potencial de invasión y migración. 

Zhao y colaboradores (2012) evaluaron el efecto de un desacoplante mitocondrial, 

el CCCP, el cual disipa el gradiente de protones a través de la membrana interna 

mitocondrial, afectando así la respiración acoplada a la síntesis de ATP, la Oxphos. 

Cuando ellos añaden el CCCP (100 µM) impide que se formen los lamelipodios 

inducida con quimioatrayentes en la línea celular MDA-MB-231 de cáncer de mama 

y disminuyó la capacidad de polimerizar los filamentos de actinas, al no formarse 

los lamelipodios, estas células perdieron su capacidad de migrar e invadir. Utilizaron 

el inhibidor de la ATP sintasa, la oligomicina (1 µg/ml) y observaron que también 

disminuye en un 40% la polimerización de los filamentos de actina y disminuye en 

igual porcentaje la migración e invasión. Los autores concluyen que en las líneas 
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metastásicas la mitocondria tiene un papel importante para que se lleven a cabo la 

migración e invasión. 

El desacoplante mitocondrial CCCP al igual que el inhibidor canónico mitocondrial 

oligomicina son altamente tóxicos para células sanas y células tumorales, por lo que 

utilizar los inhibidores mitocondriales no clásicos, los cuales parecen no tener reper-

cusión en células no tumorales (Tabla 7), podría ser una buena estrategia para in-

hibir el proceso de invasión. 

Cuando nosotros evaluamos los inhibidoresmitocondriales cas-IIgly, α-TEA, celeco-

xib y el AINE sulindac, fueron efectivos a bajas concentraciones (0.5-17 µM) para 

inhibir el 50% de la invasión de las BCSC-like, en comparación con el fármaco ca-

nónico paclitaxel que su IC50 de invasión fue ≥ 500 µM. 

Lo anterior indica que la energía proveniente de la mitocondria es esencial para los 

procesos de malignidad incrementada como la invasión y metástasis. 

10.4 Terapia combinatoria como posible estrategia terapéutica contra las 
BCSC-like 

La estrategia de combinación de fármacos busca que los fármacos o inhibidores 

que se utilizan tengan blancos terapéuticos distintos para así potenciar el efecto 

deseado (Keith et al., 2005). Nuestros resultados demuestran que cuando combina-

mos celecoxib a concentraciones que se han reportado que tiene efecto como inhi-

bidor del complejo II de la cadena transportadora de electrones y como inductor de 

ROS (Pritchard et al., 2018), en combinación con el fármaco antineoplásico pacli-

taxel, el cual inhibe la despolimerización de microtubulos, muestra un efecto supra 

aditivo para inhibir la viabilidad y la invasión de las BCSC-like.    

Para dilucidar el mecanismo de acción de esta combinación evaluamos si realmente 

estaba repercutiendo en la OxPhos. Dicha combinación aumentó el consumo total 

de oxígeno, disipó el potencial transmembranal pero no observamos una disminu-

ción en la OxPhos.  Estos resultados nos indicaron que había un desacoplamiento 

mitocondrial pero que no se estaban afectando la ATP sintasa. 
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Uno de los mecanismos para explicar el desacoplamiento mitocondrial es la produc-

ción de especies reactivas de oxígeno (ROS), por lo que se determinó la velocidad 

de producción de ROS en presencia de la combinación. Pudimos observar que las 

BCSC-like tienen una velocidad de producción de ROS mayor que su célula de ori-

gen MCF7, cuando les añadimos celecoxib o paclitaxel la velocidad en la produción 

de ROS aumenta más de 2 veces y cuando ponemos los dos inhibidores en combi-

nación hay un efecto aditivo en la velocidad de producción de ROS. Esto nos indica 

que los ROS están provocando el desacoplamiento mitocondrial y esto está reper-

cutiendo en la capacidad de invasión que tienen las BCSC-like.  

Al utilizar inhibidores mitocondriales las células BCSC-like pudieran acelerar su flujo 

glucolítico como mecanismo compensatorio para la producción de energía y así po-

der sobrevivir. Cuando evaluamos el flujo glucolítico en presencia de la combinación 

de celecoxib y paclitaxel no hubo una diferencia significativa respecto a las BCSC-

like control por lo que estos fármacos no están teniendo respercusión en la glucólis. 
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CAPÍTULO X. CONCLUSIONES 

 

Una terapia combinatoria, con celecoxib puede potenciar el efecto de paclitaxel re-

percutiendo en la función mitocondrial, aumentando la velocidad de producción de 

ROS e inhibiendo el proceso de invasión en células troncales de cáncer de mama. 
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