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RESUMEN

En la actualidad, el cancer de mama presenta la mayor tasa de incidencia y
mortalidad en la poblacion femenina. En particular, el subtipo triple negativo (TN)
es de gran importancia clinica ya que es el que presenta la mayor agresividad,
metastasis, recurrencia y mortalidad, comparado con aquellos que son
dependientes de hormonas, ademas de que en la actualidad aun no se tiene una

terapia dirigida, por lo cual se siguen buscando estrategias para su tratamiento.

Las células troncales de cancer (CSC) son las responsables de: iniciacion,
progresion, resistencia a terapias antineoplasicas actuales, migracion, invasion,
metastasis y recurrencia en cancer, esto debido a que presentan diferentes
caracteristicas, comparadas con células tumorales normales, como auto
renovacion, diferenciacion a linajes heterogéneos y quiescencia cuando se
presenta algun estrés (quimioterapias, etc). Es por esto que, en los ultimos afos,
se han convertido en el blanco principal para erradicar al tumor en su totalidad,
desafortunadamente, aun no existe una terapia efectiva para la eliminacion de
estas células. El cancer de mama fue el primer tumor sdlido al cual se le
identificaron CSC (derivados de biopsias de pacientes), en el cual se propusieron
varios “marcadores” que podrian funcionar como un blanco terapéutico (CD44,
etc), pero aun no se ha logrado encontrar una terapia exitosa. Otro blanco
terapéutico que se ha propuesto para estas células es el metabolismo energético,
en especifico el metabolismo mitocondrial, ya que se sabe que, en la mayoria de
los tumores, la fosforilacion oxidativa (FO) es la via principal de suministro de ATP,
y que esta energia es requerida por las CSC para funciones como EMT,
metastasis y resistencia a farmacos antineoplasicos. En nuestro laboratorio, se ha
determinado que CSC derivadas de MCF7 son mas sensibles a farmacos
antimitocondriales como paclitaxel, doxorrubicina o cisplatino; sin embargo, estas

drogas pueden tener efectos toxicos en células sanas.

Los compuestos naturales eritrosa y sulforafano se ha visto que tienen un efecto

sobre la troncalidad de células de cancer de mama, asi como sobre el



metabolismo de tumores heterogéneos de prostata y mama, es por eso que se

han propuesto como una buena estrategia alternativa contra esta enfermedad.

En este trabajo se mimetizaron las condiciones en las cuales se encuentran
presentes las CSC dentro del tumor, a través de un protocolo de seleccién ya
estandarizado en nuestro laboratorio, para células en monocapa de la linea de
cancer de mama triple negativo MDA-MB-468. Las células obtenidas por medio de
este protocolo se les midié la expresion de marcadores de troncalidad (CD44+,
ALDH1A3 y OCT 3/4), los cuales tuvieron un aumento de 3-7 veces, asi como
formacion de microesferoides crecidos en ausencia de suero (hasta 400
micrometros de diametro), comparados con su linea parental las cuales
alcanzaron un diametro maximo de entre 60 y 80 micrémetros, lo que indicé la
obtencion de células con el fenotipo troncal. Se probaron diferentes
concentraciones de eritrosa y sulforafano por separado y en combinacién para
obtener una ICso. Se encontré que los compuestos por separado, hasta la
concentracion de 1 mM no afectaban la viabilidad (<40%), pero que la
combinacion 100nM SFN/100nM ERY, la cual presenté un efecto sinérgico, si
lograba una inhibicion de hasta el 60%. Ademas, se evalud el efecto de esta
combinacion tanto en el fenotipo troncal como en el metabolismo energético,
encontrando que marcadores como CD44*y una de las proteinas controladoras de
la glucdlisis (GLUT 1) disminuian significativamente (3-8 veces), asi como el flujo
glucolitico (3 veces) y la formacién de microesferas (5 veces), pero sin un efecto
en el flujo de FO. Esta combinacion no tuvo efecto significativo en la viabilidad de

células no tumorales H9C2.

Con esto se concluyé que la combinacion de SFN/ERY, a concentraciones
nanomolares afecta la troncalidad, el metabolismo glucolitico y revierte el fenotipo

de estas células a uno similar al que presenta la linea parental MDA-MB-468.



1. INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades las cuales son el reflejo de multiples
alteraciones genéticas, epigenéticas y transcripcionales, que transforman a las
células normales del cuerpo en derivados malignos con caracteristicas particulares
como proliferacion descontrolada, evasion al sistema inmune, evasion a muerte
celular, invasion a otros tejidos en el organismo (intravasacion hacia vasos
sanguineos y extravasacion a sitios distantes del tumor primario), colonizacion,
metastasis secundarias, entre otras [Tysnes y Bjerkvig, 2007; Nassar y Blanpain,
2016]. Estas alteraciones pueden ser ocasionadas por diversos factores
extrinsecos como constante exposicion a hidrocarburos policiclicos aromaticos,
aminas aromaticas, radiaciéon ionizante, radiacion UV, infecciones por virus,
bacterias o parasitos, consumo de tabaco, alcohol, aflatoxinas, obesidad, o por
factores intrinsecos como la edad, el estado hormonal y/o la predisposicion
genética [Global Cancer Observatory, 2018; Couch, 1996]. Existen mas de 100
tipos de cancer, los cuales reciben su nombre dependiendo del érgano o tejido en
el cual se desarrollan, ademas, se clasifican basandose en su morfologia y célula
de origen (e.g. carcinoma: sarcoma originado de células de hueso o musculo;
leucemia: originado de células de la médula ésea, linfoma originado de células T o

B, tumores de cerebro, etc.) [Idikio, 2011; Instituto Nacional del Cancer, 2018].

1.1 CANCER A NIVEL MUNDIAL

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial. Una de cada seis
defunciones es ocasionada por esta enfermedad (OMS, 2018). En 2018, los dos
tipos de cancer con mayor incidencia (nuevos casos) en la poblacidn mundial
(hombres y mujeres) fueron el de pulmén y el de mama (11.6% para ambos),
siguiendo el colorrectal (10.2%), préstata (7.1%), estomago (5.7%) e higado
(4.7%) (Figura 1); mientras que el cancer con mayor mortalidad fue el de pulmén
(18.4%) siguiendo el colorrectal (9.2%), estdbmago e higado (8.2% para ambos),
mama (6.6%), eséfago (5.3%) y pancreas (4.5%) (Figura 2) [Global Cancer
Observatory, 2018].
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Figura 1: Porcentaje y nimero estimado de nuevos casos de cancer a nivel mundial en 2018,

ambos sexos, todas las edades. Fuente: Global Cancer Observatory; Cancer Today, 2018.
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Figura 2: Porcentaje y nUmero estimado de muertes por cancer a nivel mundial en 2018, ambos

sexos, todas las edades. Fuente: Global Cancer Observatory; Cancer Today, 2018.

El mayor porcentaje de mortalidad se encuentra en paises subdesarrollados
(70%), esto debido a que menos del 30% ofrece tratamientos para pacientes
oncolégicos, en comparacién con paises desarrollados donde mas del 90% de
estos, tiene la tecnologia y sanidad necesaria para ofrecer estos tratamientos
[OMS, 2018].

1.2 CANCER EN MEXICO

Desde 1960, el cancer en México se ha posicionado entre las 10 causas
principales de muerte. Desde 2004, es la tercer causa de muerte (sélo por arriba

de este se encuentras las enfermedades cardiacas y diabetes mellitus). A pesar



de esto, México presenta la tasa de mortalidad mas baja del continente americano
con respecto al cancer (70 por cada 100 000 habitantes), aunque se estima que,
con el tiempo, debido al estilo de vida, esta aumentara y llegara a ser mayor que la
tasa de mortalidad europea (>200 por cada 100 000 habitantes) [Reynoso-
Noveron & Torres-Dominguez, 2018].

En Meéxico, el cancer con mayor incidencia tomando en cuenta hombres vy
mujeres, es el de mama (14.3%), siguiendo el de prostata (13.1%), colorrectal
(7.8%), tiroides (6.4%), cervicouterino (4.1%), pulmoén (4.1%) y estomago (4%)
(Figura 3). Por otro lado, el que presenta mayor indice de mortalidad es colorrectal
(8.5%) siguiendo el de prostata (8.3%), mama (8.2%), higado (8.2%), pulmén
(8.1%), estomago (7.2%) y pancreas (5.4%) (Figura 4).

Breast
27 283 (14.3%)
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Figura 3: Porcentaje y numero estimado de nuevos casos de cancer en México en 2018, ambos
sexos, todas las edades. Fuente: Global Cancer Observatory; Cancer Today, 2018.



Colorectum
7 084 (8.5%)

Prostate
6915 (8.3%)

Breast

6 884 (8.2%)
Other cancers
38 483 (46.1%)

Liver
6 868 (8.2%)

Lung
6733 (8.1%)

Pancreas Stomach
4 475 (5.4%) 6 034 (7.2%)

Total : 83 476
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todas las edades. Fuente: Global Cancer Observatory; Cancer Today, 2018.

1.3 HALLMARKS DEL CANCER

En el afno 2000, Douglas Hanahan y Robert Weinberg describieron 6
caracteristicas principales que poseian las células cancerigenas, estas son: 1)
senales de proliferacion sostenida (ocasionado por mutaciones o hipometilaciones
en diferentes oncogenes, los cuales mantienen activas todo el tiempo diferentes
vias de senalizacién); 2) evasion a supresores de crecimiento (debido a la pérdida
por delecion, baja expresion por modificaciones covalentes como metilacion de
secuencias promotoras o mutaciones puntuales de genes supresores); 3)
potencial replicativo ilimitado (ya que la telomerasa en estas células regenera los
telomeros que se van perdiendo en cada division y asi evitan que la célula entre

en senescencia o apoptosis); 4) evasion de la muerte celular (en donde las células

7



desarrollan diferentes mecanismos como la pérdida del gen supresor p53, o la
sobre expresion de proteinas anti- apoptéticas como Bcl-2, XIAP o aquellas que
dan sefales de supervivencia como IL-3); 5) potencial angiogénico (una
caracteristica que se presenta durante el desarrollo embrionario y que las células
cancerosas activan durante sus diferentes etapas); y, 6) potencial invasivo
metastasico (la pérdida de genes supresores y ganancia de oncogenes le
permiten a la célula desprenderse del tumor primario, degradar la matriz
extracelular y migrar a diferentes tejidos u 6rganos como hueso, cerebro, etc.,

para establecerse) (Hanahan & Weinberg, 2000).

Algunos afos después del escrito original, Hanahan y Weinberg lo reformularon e
incluyeron 4 caracteristicas mas (Figura 5): 7) promocion de inflamacion (en el
cual diferentes células del cuerpo le proporcionan proteinas o quimiocinas,
senales extracelulares estimuladoras de crecimiento, proteasas, etc.); 8)
inestabilidad gendmica (que indica la perdida de genes supresores y ganancia de
oncogenes); 9) evasidn a la destrucciéon por parte del sistema inmune (impidiendo
activacién de linfocitos B y T); y,10) desregulacion del metabolismo energético, los
cuales a la fecha son considerados como blancos terapéuticos para la
identificacion de nuevas terapias contra esta enfermedad [Hanahan y Weinberg,
2011].
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Figura 5: Hallmarks del Cancer descritos por Hanahan y Weinberg, 2011. Tomado de Hanahan &
Weinberg, Cell. 2011: 144(5): 646-674.

1.4 METABOLISMO ENERGETICO

El metabolismo energético es el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos
fisicoquimicos que toman lugar dentro de la célula. Estas reacciones son
catalizadas por enzimas que constituyen las rutas metabdlicas. El catabolismo se
encarga de oxidar macromoléculas como carbohidratos, lipidos y proteinas para
transformarlas en productos mas pequenos y simples, ademas de generar energia
(ATP), la cual es utilizada por la célula para realizar sus funciones [Lehninger et
al., 2015]. Esta energia se obtiene a través de dos vias metabdlicas, la glucdlisis y
la fosforilacion oxidativa (FO) [Lehninger et al. 2015; Valle-Mendiola & Soto-Cruz,
2014]. La glucdlisis oxida la glucosa en dos moléculas de 3 carbonos (piruvato), y,
a través de diferentes pasos de oxidacion, se genera ATP y NADH. En



condiciones de normoxia (21% de oxigeno), el piruvato continua su oxidacion
dentro de la mitocondria pasando por el ciclo de Krebs, en donde el NAD* y el
FAD* se reducen en NADH y FADH2 los cuales cederan sus electrones en la
cadena trasportadora, generando un gradiente de protones que dan fuerza motriz
para que la ATP-S (ATP synthase) genere ATP (FO), mientras que en condiciones
de hipoxia (1 - 0.1% de oxigeno) el piruvato genera lactato y en algunos

microorganismos también genera etanol [Lehninger et al., 2000].

1.5 METABOLISMO ENERGETICO EN CANCER

En las células cancerigenas el metabolismo energético se ve alterado [Hanahan &
Weinberg, 2011]. Otto Warburg (1956), observé y demostré que, en células
cancerosas de ascitis de ratén, la glucolisis se encontraba aumentada (hasta 60
veces mas comparada con su tejido de origen), concluyendo que esto se debia a
que la mitocondria se encontraba dafiada, aunque en la actualidad se sabe que
esto no es asi. Existe una gran cantidad de evidencia [Osthus et al., 2000; Atsumi
et al., 2002; Moreno-Sanchez et al., 2007; Zu & Guppy, 2004] que demuestra que
todas las enzimas que participan en la via glucolitica se encuentran sobre
expresadas (eg. en hepatoma AS30D, HPI, ALD, TPI, GAPDH, PGK, PGAM, ENO
y LDH se encuentran sobre expresadas de 2-4 veces; PYK 8-10 veces; HK y PFK-
| de 17 a 300 veces, todas comparadas con hepatocitos normales) (Figura 6), y
que incluso algunas de estas enzimas presentan un incremento en su actividad
(e.g. en cancer de mama se ha reportado un incremento de 3.7-7 veces solo en la
actividad de HK, PFK, PYK y LDH en comparacion con su tejido normal) [Moreno-
Sanchez et al., 2007]. Ademas, en células tumorales, el control de flujo se modifica
ya que las enzimas que principalmente controlan la via son GluT-HK (71%) y HPI
(40%), mientras que en células no tumorales este control es principalmente por HK
(60-80%) y PFK-I (20-30%) [Marin-Hernandez et al., 2006; Marin-Hernandez et al.,
2011].
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Asimismo, existe evidencia de que algunas neoplasias presentan un numero
inalterado o incluso mayor de mitocondrias teniendo una biogénesis activa y que,
ademas, estas funcionan de manera normal oxidando diferentes sustratos como
piruvato, glutamina, prolina, cuerpos cetdnicos, acidos grasos y/o propionato, asi
como un ciclo de Krebs completo (generando potenciales reductores los cuales
van a transferir sus electrones a la cadena transportadora) (Figura 7) y una
actividad del citocromo oxidasa (complejo IV) normal aun en condiciones de
hipoxia severa [Rodriguez-Enriquez et al., 2011]. Para corroborar esto, en
diferentes lineas celulares de cancer de mama (MDA MB 231, MDA MB 468 y
MCF 7) se evalud el porcentaje de contribucion de ATP por parte de ambas vias
(glucdlisis y fosforilacion oxidativa) y se determind que la mitocondria (en
normoxia) contribuye con el 62%, 75% y 55% respectivamente, demostrando que
en efecto, la mitocondria funciona y aporta la mayor cantidad de energia al tumor
[Pacheco-Velazquez, 2018]. Ademas, existe vasta literatura en el campo la cual
reporta una alta dependencia para el suministro de ATP por parte de la
fosforilacién oxidativa, asi como del metabolismo mitocondrial [Zu & Guppy, 2004;
Rodriguez-Enriquez et al., 2008; Mandujano-Tinoco et al.,, 2013; Rodriguez-
Enriquez et al., 2015; Marin-Hernandez et al., 2017]. Es por esto que el
metabolismo energético mitocondrial puede funcionar como un buen blanco
terapéutico ya que en diferentes lineas celulares tumorales como MCF7 o Hela, el
crecimiento se ve afectado en presencia de inhibidores mitocondriales (casiopeina
lI-gly, oligomicina, etc), solos 0 en combinacién con algun inhibidor glucolitico (2
DG, yodoacetato, gosipol) o farmaco antineoplasico utilizado en clinica
(doxorrubicina, cisplatino, paclitaxel) a concentraciones en las cuales no se ha
visto un efecto significativo en la viabilidad de células no tumorales [Adan-Ladron
de Guevara, 2019; Robledo-Cadena, 2016], aunque algunos de ellos
(yodoacetato) si han presentado efectos laterales en pacientes [Schmidt &
Dringen, 2009].
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1.6 CELULAS TRONCALES DE CANCER (CANCER STEM CELLS)

El cancer inicia a partir de una sola célula mutada, la cual comienza a proliferar y
generar una heterogeneidad dentro del mismo tumor. Esta heterogeneidad se da
por la expresidon de diferentes marcadores y caracteristicas particulares entre las
células cancerosas y es la responsable de la progresion, metastasis y resistencia

a cambios micro ambientales y terapias [Nassar y Blanpain, 2016].

Las cancer stem cells (CSC’s por sus siglas en inglés) son una subpoblacién
dentro de los tumores las cuales presentan propiedades de auto regeneracion,
baja tasa de proliferacion, presencia de marcadores particulares, transicion epitelio
— mesénquima (EMT), gran capacidad de invasion, diferenciacion, resistencia a
quimioterapias y radioterapias, tienen la capacidad para realizar y promover
metastasis mediante la regulacién de diferentes factores transcripcionales, y son
las responsables de la recurrencia de la enfermedad [Visvader & Lindeman, 2012,
Mimeault & Batra, 2014; Rodriguez-Enriquez et al., 2019 (articulo de revision en el
cual participé, Anexo 1)]. En 1963, Tim y McCulloch experimentaron con células
cancerosas y observaron que algunas tenian la capacidad de auto regenerarse y
formar colonias en el pulmén. Doce afos mas tarde, en 1975, Brunschwig,
Southam y Levin determinaron que solo unas pocas células de los tumores
malignos podian formar nuevos tumores cuando se inyectaban en ratones.
Después de varios anos de investigacion Bonnet y Dick trabajaron con leucemia
aguda humana y demostraron que aproximadamente solo 1 de cada 250,000
células podia generar nuevos tumores en ratones inmunosuprimidos [Pham,
2015]. En 2001, Weissman et al., introdujeron el término de Cancer Stem Cells y
vieron que estas son una rara subpoblacién que mantenian el crecimiento tumoral,
ademas de que solo se encuentran presentes en algunos tipos de cancer como el

de mama o la leucemia [Pham, 2015].

El origen de las CSC’s aun no es claro, pero se han dado diferentes hipotesis de
cémo pudieron originarse. La primera es por la desregulacién de las StemCells (a
través de la inestabilizacion de diferentes vias como WNT/B-catenina, Hedghog

y/o Notch); la segunda es a partir de células diferenciadas, las cuales pueden
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generar CSC’s por transferencia horizontal de genes, inestabilidad gendémica o
presién microambiental; y la tercera es por una fusiéon entre Stem Cells y células
diferenciadas [Pham, 2015].

A pesar de que se han establecido diferentes marcadores para identificar y aislar
CSC’s ninguno es universal ni se encuentra expresado en todos los tipos de
cancer, ya que las células cambian su fenotipo dependiendo de su microambiente.
El primer tipo de cancer al cual se le identificé que tenia CSC’s fue la leucemia,
observando que el fenotipo expresado es CD34+, CD38- e IL3Ra. Por otro lado, el
primer tumor sélido al cual se le identific6 CSC’'s es el cancer de mama
observando la expresion del fenotipo CD44* CD24- [Al-Hajj et al., 2003; Visvader &
Lindeman, 2012; Pham, 2015]. La expresion de este fenotipo (CD44* CD24°) se ha
visto relacionado con el aumento en la capacidad invasiva y metastasis, ademas
de ser requerido para la formacién de nuevos tumores al implantar estas células
en ratones inmunosuprimidos [Li et al., 2017; Rabinovich et al., 2018]. La enzima
ALDH1 también ha sido designada como marcador en este tipo de cancer, ya que
el contenido de proteina, asi como su actividad se ven ampliamente aumentadas,
ayudando a las células a destoxificarse de aldehidos, dando propiedades de
troncalidad y aumentando la metastasis [Li et al. 2017]. Toda la expresion de estos
marcadores y otras proteinas involucradas en la malignidad de estas células esta
ampliamente regulada por el factor de transcripcion OCT 4, el cual es el regulador
maestro de pluripotencia, el cual incrementa la progresion, metastasis y
resistencia a terapias [Kim & Nam, 2011]. Asimismo, una caracteristica que es
evaluada para la troncalidad es la formacién de mamoesferas (microesferas) en
medio sin suero, los cual es un indicativo de supervivencia de estas células
cuando se ponen en medios sin factores de crecimiento [Schmidt & Dringen,
2009].

1.7 TERAPIAS CONTRA CELULAS TRONCALES DE CANCER

Diversas estrategias se han propuesto para atacar y eliminar esta subpoblacion en

los tumores. En general, todos los tratamientos anti — cancer stem cells van
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dirigidos a bloquear alguna via de sefializacién importante para mantener la
troncalidad como WNT/B-catenina, Hedghog, Notch, mTOR o TGF-j, algunas de
las moléculas que activan estas vias (IL-3, 8, 17), algunos marcadores de
superficie (CD44, CD133), receptores que expulsan los farmacos de la célula
(receptores ABC) o incluso con inmunoterapia (células dendriticas) (Figura 8)
[Annett & Robson, 2018; Ghasemi et al., 2019]. Sin embargo, se han observado
diversos efectos secundarios (hipertrigliceridemia, urticaria, hipersensibilidad a
anticuerpos monoclonales, etc.) ya que marcadores de superficie como CD44,
receptores ABC o las vias de sefalizacion, cumplen un rol fisiologico muy
importante en células sanas y los farmacos utilizados para inhibir o bloquear
alguno de estos blancos, son administrados en concentraciones muy elevadas
(milimolares) afectando todo el organismo y siendo muy inespecificos [Nassar &
Blanpain, 2016; Visvader & Lindeman, 2012; Annett & Robson, 2018].
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Figura 8: Blancos terapéuticos contra las cancer stem cells. Diferentes farmacos o

inhibidores se han utilizado para tratar de eliminar CSC’s basandose en marcadores de
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superficie (recuadros azules), vias de sefalizacion (recuadros verdes), inmunoterapia
(recuadro rosa) o inhibiendo algunos receptores (recuadro morado). Tomado de: Annett &
Robson, et al., Pharmacol Ther. 2018; 187: 13-30.

Es por eso que en los ultimos afios se ha propuesto una nueva terapia contra las
CSC’s teniendo como blanco el metabolismo energético, en especifico el
metabolismo mitocondrial, esto debido a que diversos autores [Chae & Kim, 2018;
Wong et al., 2017] mencionan que a pesar de existir un incremento en ciertas
enzimas (GLUT, HK-I, HK-Il, PYK y PDHK) que benefician al flujo glucolitico, la FO
continua siendo la principal fuente de energia (aunque existen algunas
excepciones), lo cual es crucial para funciones como migracion, invasion,
metastasis, troncalidad, radio y quimio resistencia. Ademas, se sabe que la
mitocondria controla multiples vias como la liberacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO), la apoptosis intrinseca (a través de la liberacién del citocromo c),
la traslocacién del complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) a nudcleo para la
acetilacion de histonas, y la produccion de metabolitos como acetyl-CoA el cual
regula la acetilacion de proteinas, o citrato el cual participa en la sintesis de acidos

grasos y colesterol [Sutendra et al., 2014; Sancho et al., 2016].

Pasto et al., [2014], en células troncales provenientes de epitelio de pacientes con
cancer de ovario, observaron que el fenotipo CD44* CD133* presentaba una alta
expresion de diferentes genes relacionados con la troncalidad (NANOG, SOX,
OCT 4), transicion epitelio mesénquima (ZEB-2, TWIST-1, SNAIL), resistencia a
farmacos (MRP-1,2, ABCG-2, ALDH1A) y metabolismo mitocondrial (CS, IDH-2,
ATPSB, etc.), asi como una disminucion de PDHK-1 (inhibidor de PDH) y MCT-4,
todos comparados con las células con fenotipo CD44* CD133-, concluyendo que la
mitocondria mantenian un metabolismo incrementado. Para comprobar esto
midieron la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), el potencial de
membrana y la sensibilidad a inhibidores mitocondriales, obteniendo que estas
células (comparadas con aquellas que presentaban el fenotipo CD44* CD133")
presentaban un incremento en el contenido de ERO, un decremento significativo

en el potencial de membrana cuando se le anadia oligomicina (inhibidor de la ATP
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synthase) y una disminucién en la viabilidad cuando se adicionaba oligomicina,

antimicina, rotenona y metformina durante 6, 12 y 24 horas.

Por otro lado, Fiorillo et al.,, [2019] caracterizaron el metabolismo de CSC
provenientes de la linea celular MCF7, tanto en monocapa como en esferoides.
Ellos observaron que habia células con un “alto metabolismo” (ya que mantenian
una gran cantidad de flavinas) y, al medir el consumo de oxigeno sensible a
oligomicina, asi como la tasa de acidificacion del medio, concluyeron que la
glucolisis no tenia un gran cambio, pero que el consumo de oxigeno era alto (>2
veces) y que ademas se producia una gran cantidad de ATP por parte de la
mitocondria (2-4 veces mas), esto comparandolo con las células con “bajo
metabolismo” (bajo contenido de flavinas). Posterior a eso, hicieron un analisis
protedmico y determinaron que 225 proteinas se encontraban sobre expresadas
(>1.5 veces) de las cuales cerca del 20% pertenecian o cumplian alguna funcion
en la mitocondria. Con esto propusieron al DPI (inhibidor de flavinas, complejo | y
II) como un buen farmaco contra estas células, ya que se sabe que inhibir la
funcién mitocondrial, asi como la biogénesis en CSC, disminuye la FO y la
capacidad de formacion de microesferas [De Luca et al., 2015], pero al anadir
diferentes concentraciones de DPI (10, 25, 50 y 100 nM) durante 5 dias, se
observd un incremento en la masa mitocondrial pero solo en los cultivos en

monocapa.

Ademas, en nuestro laboratorio, Adan-Ladrén de Guevara (manuscrito en
preparacién) y Garcia-Amezcua [2016] demostraron que en células troncales de
cancer de mama provenientes de la linea celular MCF7, se presentaba un
incremento en proteinas glucoliticas (GLUT 1, HKIl, HPI, PFK y LDH) vy
mitocondriales (ND1, COX-IV, ANT y CPT1), asi como un incremento en la
actividad de HK y LDH, y una disminucién en la actividad de CS, GDH y COX,
pero a pesar de esto, el principal aporte de ATP (87%) sigue siendo por parte de la
FO (midiendo el consumo de oxigeno sensible a oligomicina), y el resto (13%) lo
otorga la glucdlisis (midiendo el consumo total de lactato y restando el lactado

producido en presencia del inhibidor 2-DG) y que, ademas, estas células
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presentan una mayor sensibilidad a farmacos anti-mitocondriales como casiopeina
lI-gly y a-TEA [Adan-Ladrén de Guevara, 2019].

Por esto, se han propuesto diferentes farmacos y/o compuestos naturales que
afecten o dafien a la mitocondria como una buena estrategia contra las CSC's
para asi disminuir las concentraciones utilizadas en terapias actuales y con ello
disminuir sus efectos secundarios, ademas de permitir la erradicacion del tumor en
su totalidad [Sotgia et al., 2018].

1.8 COMPUESTOS NATURALES CONTRA CANCER STEM CELLS: ERITROSA
Y SULFORAFANO

La eritrosa (ERY) es un carbohidrato presente en raices y tallo de ruibarbo (planta
fanerégama perteneciente a la familia Polygonaceae), la cual se encuentra
presente en la mayoria de los organismos en forma de eritrosa 4 fosfato
(intermediario de la via de pentosas fosfato) [Liu et al., 2015]. Este compuesto
natural (ERY) ha sido utilizado en modelos in vivo de rata contra el cancer de
colon, en donde la administracion intraperitoneal (500 mg/kg) durante 15 dias
suprime significativamente el tamafio del tumor y disminuye la acumulacién de
ascitis en comparacién con el grupo no tratado [Liu et al., 2015]. Por otro lado,
Gallardo-Pérez et al., [2017], en un modelo in vitro de cancer stem cells de mama,
al adicionar 24 nM de eritrosa 4 fosfato (E4P) durante 24 horas, observaron una
disminucion en la migracion, invasion, expresion de marcadores de superficie y
proteinas que participan en transicion epitelio mesénquima y pluripotencia, esto
debido a que la ERY se une a la citocina extracelular HPI/AMF evitando asi, que
se una a su receptor (gp78) y active vias de sehalizacion (Figura 9). Al
administrarse la misma concentracién de E4P en células sanas (fibroblastos de
raton, 3T3 y células de corddon umbilical HUVEC) no se observd un efecto
significativo en la viabilidad de estas células en estas concentraciones (24 nM) y
hasta 10 uM [Gallardo-Pérez et al., 2017]. Recientemente se ha evaluado el efecto

de ERY en CSC de mama con resultados similares.
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Figura 9: Cascada de sefalizacién intracelular una vez que la citocina HPI/AMF se une a su
receptor y por medio de la via Wnt/B-catenina o NF-KB induce la expresién de vias de EMT y
troncalidad. La eritrosa es capaz de bloquear la interaccion de la citocina HPI/AMF con su receptor
(gp78) en células de cancer de mama troncales que sobre expresan el receptor y sobre secretan la

citocina.

Ademas, se tiene la hipdtesis que la administracibn de eritrosa en tejidos
tumorales, puede ingresar a la célula y ser oxidada hasta dioxido de carbono en la
mitocondria (afectando su funcion debido a la acidosis) para posteriormente, por la
catalisis de la anhidrasa carboénica, ser convertido en acido carbénico favoreciendo
y provocando muerte celular [Liu et al., 2015]. Sin embargo, el efecto de la ERY

sobre el metabolismo energético mitocondrial no ha sido evaluado.

El sulforafano (SFN) es un isotiocianato presente en plantas cruciferas como
brécoli y col. Se ha visto que funciona como un agente anti cancerigeno al

aumentar enzimas de la fase Il de detoxificacién e inhibir enzimas de la fase | (la
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cual genera compuestos altamente reactivos); ademas, bloquea la proliferacion
celular e induce apoptosis modulando mecanismos epigenéticos como metilacion
del ADN vy disminuyendo la respuesta de MAPK, la actividad de NFkB,
ocasionando cambios conformacionales y funcionales de la tubulina, ruptura de
microtubulos y degradacion de a y B tubulina [Sestilli & Fimognari, 2015]. En
modelos in vitro de cancer de prostata (PC3) la adicién de 10, 20 6 40 yM de este
compuesto por 3 horas inhibe la sintesis de proteinas al defosforilar S6K1
(intermediario de mTOR), y, en la concentracion de 40 uM a 15, 30 y 60 minutos
no se ve afectada la produccién total de lactato, aunque se observa una tendencia
a disminuir [Wiczk et al., 2012]. Ademas, en las lineas celulares PC3 y LNCaP
(ambas cancer de prostata), utilizando concentraciones de 20, 40, 80 y 100 uM por
6 horas, se inhibe la actividad de los complejos I, Il y Illl de la cadena
transportadora de electrones, aumenta la produccion de especies reactivas de
oxigeno, la apoptosis y autofagia e induce arresto de ciclo celular, aunque los
flujos y el aporte de ATP por parte de la glucdlisis y FO no fueron evaluados [Xiao
et al., 2009].

El SFN también ha sido utilizado para el tratamiento de CSC. En células troncales
de cancer de mama inhibe la formacibn mamoesferas (microesferas) y el
crecimiento tumoral después de la reimplantacion en ratones secundarios debido a
que regula negativamente la via de sefalizacion WNT/B-catenina, la cual es
esencial para la auto renovacion y la resistencia de estas células. Ademas,
presenta efectos sinérgicos (en concentraciones de entre 5 y 10 uM) cuando se
combina con otros farmacos como sorafenib, imatinib, cisplatino, doxorrubicina y 5
fluorouracil en la eliminacion de células troncales en cancer pancreatico, prostata y
leucemia en modelos in vitro, asi como inhibicion en el crecimiento de cancer
pancreatico en ratones, todo esto sin ningun efecto aparente en células y/o tejidos
sanos debido a la disminucidn de las concentraciones utilizadas de estos

compuestos quimicos [Naujokat & Laufer, 2013].

En los ultimos afos, la combinacion de farmacos ha buscado mejorar la eficacia

de las terapias aplicadas en clinica, reducir la toxicidad de estas y reducir la
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resistencia que desarrollan los tumores [Foucquier & Guedj, 2015]. Sin embargo,
en muchas de estas combinaciones, los farmacos utilizados tienen el mismo
blanco o proceso bioldgico (alguna via de sefalizacion, pero en diferentes partes)
[Pectasides et al., 2004; Cadrén et al., 2007], por lo que se debe priorizar el uso de
drogas en combinacién que posean blancos distintos (migracion, proliferacion,
troncalidad, metabolismo). Es por esto, por o que la combinacién de dos o mas
compuestos naturales (terpenos, carotenoides, isotiocinatos, etc.), se ha
propuesto como terapia simultanea para el tratamiento de la enfermedad, ya que,
al actuar en diferentes procesos celulares pueden reducir el desarrollo de
resistencia del cancer y sensibilizar las células al efecto de las terapias

convencionales [Rejhova et al., 2018].

Es asi, que la propuesta del uso de la eritrosa y el sulforafano en combinacion,
puede potenciar su efecto para la eliminaciéon de CSC's, a concentraciones muy
bajas (incluso menores que las que se obtienen mediante la dieta) y sin un efecto
significativo en células y tejidos sanos dando una mayor esperanza de vida a

aquellas personas que presentan esta enfermedad.
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2. JUSTIFICACION

Las células troncales de cancer son las responsables de la iniciacion, progresion,
metastasis y resistencia de la enfermedad, por lo cual la busqueda de estrategias
para su eliminacion continua siendo de gran importancia. EI metabolismo
energético, en especifico el mitocondrial, es un blanco terapéutico novedoso
debido a que el principal aporte de energia la mayoria de las CSC es la FO,
ademas de que esta contribuye en diferentes procesos como apoptosis,
resistencia a drogas, recurrencia, metastasis y progresion a la malignidad.
Previamente se ha demostrado que la eritrosa y el sulforafano en combinacién
poseen actividad antitumoral a concentraciones incluso nanomolares, afectando,
vias relacionadas con la troncalidad, asi como posiblemente el metabolismo

energeético sin efecto aparente en células sanas.

Es por esto, que la combinacion de eritrosa y sulforafano puede funcionar como
una buena estrategia terapéutica afectando viabilidad, troncalidad y metabolismo
energético a concentraciones mas bajas que las administradas por separado

(potenciacién) y disminuyendo un posible efecto secundario en células sanas.

3. HIPOTESIS

La eritrosa y el sulforafano en combinacién disminuiran el fenotipo troncal y el
metabolismo energético en células troncales de cancer de la linea celular MDA MB
468.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la combinacion de compuestos naturales (eritrosa vy

sulforafano) sobre el fenotipo troncal y el metabolismo energético de células

troncales de cancer de mama.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener células con fenotipo troncal de la linea celular MDA-MB-468.
Evaluar el fenotipo troncal y el metabolismo energético de CSC derivadas
de MDA-MB-468.

Obtener la IC50 de los compuestos eritrosa y sulforafano en combinacion
en CSC de MDA-MB-468.

Evaluar el efecto de la combinaciéon de eritrosa y sulforafano sobre el
contenido de proteinas marcadoras de troncalidad, metastasis, glucoliticas

y mitocondriales.

Determinar el efecto de la combinacion de eritrosa y sulforafano sobre la
capacidad de formacion de microesferas y los flujos de glucdlisis y

fosforilacion oxidativa.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 CULTIVO CELULAR Y REACTIVOS

La linea celular MDA-MB-468 se descongeld y fue sembrada en cajas Petri de 150
X 20 mm con medio DMEM 25 mM glucosa, 10% suero fetal bovino suplementado
con 10,000 U de penicilina /estreptomicina a 37° C en normoxia (5% de CO2/21%
de O2) hasta alcanzar una confluencia de 80 - 90 %. La linea celular fue
genotipificada en el laboratorio de diagndstico gendmico del Instituto Nacional de
Medicina Genomica y tiene una concordancia de 10 alelos (100%) con la linea
celular humana MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132™),

Los compuestos eritrosa y sulforafano fueron obtenidos por Sigma (Sigma-Aldrich;

Steinheim, Germany).

5.2 OBTENCION DE CELULAS MDA-MB-468 CON FENOTIPO TRONCAL

Las células fueron sometidas a un protocolo de estrés microambiental
estandarizado en el departamento de bioquimica del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” [Gallardo-Pérez et al., 2017]. Primero, al cultivo
celular al 80% de confluencia se le adiciond medio DMEM 2.5 mM, 10% suero
fetal bovino y suplementado con 10,000 U de penicilina /estreptomicina con 100nM
de paclitaxel y en normoxia durante 12 horas. Después de transcurrido el tiempo,
se le retird el medio y se adicioné medio nuevo DMEM 25 mM glucosa 10% suero
fetal bovino y suplementado con 10,000 U de penicilina /estreptomicina con 100nM
de doxorrubicina y en hipoxia (0.1% de O2) durante otras 12 horas. Después de
ese tiempo se cambid el medio a un DMEM 25 mM de glucosa sin suero durante

24 h en normoxia a 37°C.
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5.2.1 FORMACION DE MICROESFERAS

La caracterizacion del fenotipo troncal incluy6 la capacidad de generacion de
microesferas. Estas se formaron utilizando el ensayo de formacién de esfera
flotante modificado por diferentes autores [Carlsson & Yuhas et al., 1984; Manuel-
Iglesias et al., 2013; Gallardo-Pérez et al., 2017]. Las células (1x10°%) BCSC y
MDA-MB-468 se cultivaron en una superficie antiadherente (agarosa al 2%) con
medio Dulbecco-MEM sin suero y se colocaron inmediatamente bajo agitacion
lenta (20-50 rpm) orbital durante 10 dias a 37°C en aire al 95% / CO:2 al 5%. El
medio viejo se reemplazé con medio fresco cada 2 a 3 dias para eliminar los
restos celulares, las células muertas y detritus. El tamano de la microesfera se
midié diariamente con una reticula graduada (1/10 mm, Zeiss, NY, EE. UU.) en un

microscopio de contraste de fase invertida (Zeiss, NY, EE. UU.).

5.2.2 MARCADORES DE TRONCALIDAD

También se evalud la expresidon de diferentes proteinas asociadas con la
troncalidad (CD44, CD24, ALDH1A3, Oct3/4, E-Cadherina, vimentina, SNAIL) a

través de la técnica de western blot (descrita abajo).

5.3 VIABILIDAD DE CELULAS CON FENOTIPO TRONCAL DE CANCER DE
MAMA 'Y DETERMINACION DE ICs0 DE LOS COMPUESTOS NATURALES

Las células con fenotipo troncal obtenidas del protocolo de seleccion se
tripsinizaron con 3 mL de tripsina/EDTA 0.25% durante 3 minutos. La tripsina se
inactivd con 3 mL de medio DMEM 25 mM y se centrifugé a 3,200 rpm por 3
minutos. El boton se re suspendié en 1mL de medio DMEM 25 mM vy las células se
sembraron en una placa de 96 pozos (20,000 células por pozo) durante 24 horas.
Después de transcurrido el tiempo se adicionaron concentraciones crecientes de
eritrosa y sulforafano por separado (0,0.1, 1, 10, 100, 250 y 500 nM y 1, 10 100,
250, 500 y 1000 uM) durante 24 horas. Posteriormente se midio la viabilidad con
cristal violeta [Feoktistova et al., 2016] en un lector de placas Bio-Rad iMark (Bio-
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Rad; Hércules, CA, USA) a 590 nm. La ICso de los compuestos naturales se
determind a través del programa OriginPro 8 (OriginLab Corp.; Northampton, MA.
USA).

Para la combinacion se utilizaron concentraciones inferiores a la 1Cso de ambos
compuestos. Se determiné la viabilidad por cristal violeta y se obtuvo una nueva
ICs0 (solo para eritrosa ya que el SFN se dejo a una concentracion constante), con

el programa Origin Pro 8.

5.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Las células con fenotipo troncal obtenidas de la seleccion y la linea celular MDA
MB 468 (tratadas y no tratadas) se les retird6 el medio, se lavaron con PBS y
posteriormente se tripsinizaron y centrifugaron a 3200 rpm por 3 minutos a 25°C.
El botén se re suspendié en 1 mL de buffer RIPA (1x PBS pH 7.2, 1% IGEPAL
NP40, 0.1% SDS y 0.05% deoxicolato de sodio) con 15 uyL de inhibidor de
proteasas PMSF (100 mM) y se centrifugé a 10,000 rpm durante 30 min a 4 °C. El
sobrenadante se recuperdé para cuantificar el contenido de proteinas por la técnica

de Lowry [Lowry et al., 1951].

5.5 IDENTIFICACION DE CONTENIDO DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN
BLOT

La proteina total de las células (50ug) se re suspendié con buffer de carga 5% de
B- mercaptoetanol y se cargd en geles SDS PAGE (desnaturalizantes) 10 6 12%
de acrilamida, posteriormente se transfirieron a membranas de PVDF (BioRad;
Hércules, CA, USA) las cuales se colocaron en 5 % de leche libre de grasa 'y 0.1%
de TBS Tween 1x durante 1 hora para ser bloqueadas. Las membranas se
incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpos monoclonales (GLUT-1, HKII, NDI,
COX-IV, ATP sintasa, CD44, CD24, ALDH1A3, Oct 3/4, E-Cadherina, vimentina,
fibronectina, MMP-9, SNAIL y oao-tubulina (dilucion 1:1,000) (Santa Cruz
Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA). La hibridacion de las bandas se revel6 por
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quimioluminiscencia usando el sistema de deteccion ECL-Plus (Amersham
Bioscience; Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) con su respectivo anticuerpo
secundario (dilucién 1:2,000). Las bandas obtenidas se cuantificaron por
densitometria y fueron comparadas con el control de carga [Gallardo-Pérez et al.,
2017].

5.6 METABOLISMO ENERGETICO
5.6.1 FLUJO GLUCOLITICO

Las cancer stem cells de mama tratadas 24 horas con eritrosa y sulforafano en
combinacion (100nM/100nM) (3 - 5mg/ml) se incubaron en medio Ringer Krebs a
37°C en agitacion constante (150 rpm) durante 10 minutos. Posteriormente se
adicionaron 5 mM de glucosa y se tomaron muestras al tiempo 0, 5 y 10. Cada
muestra se colocé en 10% de acido perclorico, centrifugé y recuperd el
sobrenadante el cual se neutralizé con KOH 3M y Tris 0.1 mM (Pacheco-
Velazquez et al. 2018). La cuantificaciéon de lactato producido se midi6 en el
espectrofotometro de diodos (Agilent Technologies, Inc.; Santa Clara, California,
USA) a 340 nm con la aparicion de NADH catalizado por la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH). Para esto, en un volumen de 2mL de hidrazina (0.4M)
glicina (0.5M) pH 9.0, se agregé 1 mM de NAD+ y 40 pl de LDH (dilucién 1:4). Al
obtener una linea basal se adicionaron 50 pl de la muestra neutralizada. Para
obtener la velocidad de glucolisis, se consideraron las diferencias de
absorbancias, el coeficiente de extincion molar del NADH, el volumen de la
muestra y el tiempo de reaccion [Marin-Hernandez et al. 2006]. Para obtener la
cantidad de lactato producido por la glutamindlisis, las células se incubaron con 2-
desoxiglucosa antes de la adicion de glucosa. El resultado se le resté al lactato

total para obtener el lactato producido por la glucdlisis.
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5.6.2 FLUJO MITOCONDRIAL

Las células con fenotipo troncal de cancer de mama tratadas 24 horas con eritrosa
y sulforafano en combinacion (100nM/100nM) se incubaron en medio Ringer
Krebs saturado en oxigeno a 37°C y colocaron en un respirometro de alta
resolucién del equipo Oroboros (Oroboros Instruments; Innsbruck, Austria), la cual
esta acoplada a un electrodo tipo Clark. En esta camara se midié el consumo total
de oxigeno. Para medir la fosforilacién oxidativa se adicion6 5 uM de oligomicina
(potente inhibidor de la ATP synthase) donde se registro la pendiente generada,
posteriormente se adicioné 10 mM de KCN para registrar la respiraciéon no
mitocondrial y se obtuvo el cero quimico anadiendo ditionita [Pacheco-Velazquez
et al., 2018].

5.6.3 CONTRIBUCION DE ATP

El aporte de ATP por parte de la glucdlisis se calculé6 tomando en cuenta que 1
mol de lactato producido es igual a 1 mol de ATP. Por otro lado, el aporte por parte
de la fosforilacion oxidativa se calculé tomando en cuenta la respiracién sensible a

oligomicina multiplicado por 2.5 [Nakashima et al., 1984].

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron al menos con tres preparaciones celulares
independientes (n). Los datos mostrados representan la media + desviacion
estandar (S.D.). Para el analisis se utilizé la prueba t de student con valores de

p<0.05 o menores para determinar la significancia estadistica.
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6. RESULTADOS

6.1 CELULAS DE CANCER DE MAMA MDA-MB-468 CON FENOTIPO
TRONCAL

El protocolo de seleccion estandarizado por Gallardo-Pérez et al., [2017], mimetiza
las condiciones microambientales presentes en un tumor sdlido, permitiendo la
obtencion de una subpoblacion con caracteristicas de troncalidad. Después de
aplicar este protocolo a la linea celular MDA-MB-468, gran parte de las células
vivas (60-70%) disminuyeron, y las células “seleccionadas™ (sobrevivientes del
protocolo de seleccidn) presentaron un cambio en su morfologia, tomando una
forma fibroblastoide, alargada (dejando su forma inicial polihédrica), asi como una
disminucion en la confluencia. Asimismo, se observé un incremento en la

granulacién de las células (figura 10). Estas células fueron denominadas CSC.

Por otra parte, ademas de las caracteristicas morfolégicas, es necesario medir
marcadores moleculares ya reportados para las CSC de mama. Las células
presentaron un cambio en la expresion de marcadores como CD44, CD24,
ALDH1A3 y Oct 3/4 (Figura 11) como ha sido reportado previamente [Annett &
Robson, 2018; Ghasemi et al., 2019]. El marcador de superficie CD44 presentd un
incremento (4 veces) con respecto a su linea parental, tal como se ha reportado
en células troncales de cancer de mama provenientes de MCF7 obtenidas con el
mismo protocolo [Gallardo-Pérez et al., 2017]; CD24 disminuye aproximadamente
4 veces (comparado con su linea parental) aunque en otras células troncales de
cancer de mama se ha reportado que casi no lo expresan [Adan-Ladréon de
Guevara, 2016; Filmore & Kuperwasser, 2008]; ALDH1A3 y Oct 3/4 también
incrementan, 9 y 2 veces respetivamente comparados con su linea parental,
similar a lo reportado por Gallardo-Pérez et al., [2017] y Adan-Ladrén de Guevara
[2016] para CSC derivadas de MCF7.

Asimismo, otra caracteristica de CSC es la capacidad de formacion de
mamoesferas (microesferoides) en ausencia de suero en el medio de cultivo. La

figura 12 muestra que después de 10 dias de cultivar las células en medio sin
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suero y en agitacién constante, estas fueron capaces de formar microesferoides
de aproximadamente 400 um de diametro en comparacion con el control (MDA-
MB-468 parental) que solo forma aglomerados de 60-80 um de diametro. Lo
anterior indicé que la poblacion troncal se incrementd en estas células luego del
protocolo de seleccion ya que esta establecido que en ausencia de suero (el cual
contiene factores de crecimiento) las CSC pueden secretar diferentes factores de

crecimiento y sefales para su desarrollo, lo que sustenta su proliferacion.

MDA-MB-468 CSC

Figura 10: Morfologia de células MDA-MB-468 y cancer stem cells después del protocolo de

seleccion. Barra=200um.
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Figura 11. Marcadores de troncalidad de células MDA-MB-468 y CSC. n=3; *P<0.05; **P<0.01vs.
MDA-MB-468.
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Figura 12: Formacion de microesferas al dia 10 en medio sin suero. Barra= 100um. n=100
esferoides; *P<0.01 vs. MDA-MB-468.

32



Asimismo, las CSC presentan otras caracteristicas como la expresion de proteinas
asociadas a los procesos de transicion epitelio mesénquima, invasion y
metastasis. En las CSC seleccionadas por el protocolo, observamos que el factor
transcripcional SNAIL (regulador maestro de EMT), se encuentra sobre expresado
(mas de 40 veces) en BCSC, lo que coincide con una severa disminucion (mas del
80%) del contenido de E-cadherina (la disminucion en su expresion es ocasionada
por el aumento de SNAIL). Otras proteinas relacionadas a estos procesos, como
vimentina, fibronectina (ambas blanco de SNAIL) y MMP-9 también aumentaron

de 3-7 veces, todas comparadas con la linea parental MDA-MB-468 (Figura 13).
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Figura 13. Marcadores de transicion epitelio mesénquima en MDA-MB-468 y CSC. n=3; *P<0.05;
**P<0.01vs. MDA-MB-468.

Con lo anterior, se concluyd que las células obtenidas a través del protocolo de

seleccién poseian un fenotipo troncal.
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6.2 METABOLISMO ENERGETICO EN CSC
6.2.1 PROTEINAS DE METABOLISMO ENERGETICO EN CSC

Se evalu6 el contenido de algunas proteinas del metabolismo energético
(glucdlisis y FO) en CSC. Las proteinas controladoras de la glucdlisis en células
tumorales GLUT-1 y HKII presentaron un incremento de 2-3 veces con respecto a
su linea parental (Figura 14). Asimismo, las proteinas de FO: ND1, COXIV y ATP
synthase presentaron un aumento de 1.5-3.5 veces con respecto a MDA-MB-468
(figura 14). Con este incremento es posible que el metabolismo energético en CSC

presente cambios con respecto a MDA-MB-468, pero es necesario medir los flujos.
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Figura 14. Proteinas del metabolismo energético en MDA-MB-468 y CSC. n=2.
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6.2.2 FLUJO GLUCOLITICO, MITOCONDRIAL Y APORTE DE ATP EN CSC

Posterior a la evaluacion de proteinas del metabolismo energético, se procedio a
medir los flujos de glucdlisis y FO. En las CSC el consumo total de oxigeno fue
similar que en MDA-MB-468 mientras que la produccion total de lactato fue mayor
(Figura 15A), aunque este aumento no fue significativo. Por otro lado, ambos
flujos si presentaron un cambio significativo. El flujo glucolitico en CSC fue mayor
(0.5 veces) con respecto a MDA-MB-468 (aunque el resultado obtenido para esta
linea celular fue menor al reportado por Pacheco-Velazquez et al., 2018), mientras
que el flujo de FO disminuy¢ significativamente en CSC con respecto a su parental
(Figura 15B).
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Figura 15: Metabolismo energético en CSC. A) Consumo total de oxigeno y produccion total de
lactato en MDA-MB-468 y CSC; B) Flujos de glucdlisis, FO y glutamindlisis en MDA-MB-468 y
CSC. n=3, *P<0.05 vs MDA-MB-468.

Con estos valores se calculod el aporte de ATP por parte de ambas vias y se
observé un cambio significativo en CSC con respecto a MDA-MB-468 en cuanto a
la via que aporta mayor energia en estas células. En la linea parental el aporte es
de aproximadamente 80% FO y 20% glucdlisis (similar a lo reportado por
Pacheco-Velazquez et al., 2018), pero en CSC existe un switch y la distribucion
cambia a 49% FO, 51% glucdlisis (Figura 16). Con esto se concluyd que en efecto
el metabolismo energético en CSC presenta un gran cambio con respecto a su
linea parental y que la glucdlisis se esta favoreciendo, caso contrario a lo que
ocurre en CSC derivadas de MCF7 en la cual el principal aporte de ATP lo
proporciona la mitocondria (87%) [Adan-Ladron de Guevara et al., manuscrito en

preparacion].
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Figura 16: Aporte de ATP en CSC y MDA-MB-468. n=3, *P<0.05 vs MDA-MB-468.

6.3 ICs0 DE VIABILIDAD DE COMPUESTOS NATURALES

Las células troncales de cancer (CSC), asi como su linea parental MDA-MB-468
fueron colocadas en una placa de 96 pozos (20,000 células por pozo) donde
fueron adicionadas concentraciones crecientes de ERY y SFN por separado
durante 24 horas (0, 0.1, 1, 10, 100, 250 y 500 nM y 1, 10 100, 250, 500 y 1,000
MM). Se obtuvo la ICso de cada compuesto, ajustando la curva de calibraciéon a un

decaimiento exponencial en el programa OriginPro 8 (Tabla 1).
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Compuesto ICs0 (UM)

MDA-MB-468 ERITROSA 53+1.3
CANCER STEM CELLS ERITROSA >1000

MDA-MB-468 SULFORAFANO 3.3t 1.6
CANCER STEM CELLS SULFORAFANO >1000

Tabla 1. ICso de ambos compuestos (ERY y SFN) por separado sobre la viabilidad de Cancer Stem

Cells de mama y su linea parental MDA-MB-468. n=3.

La tabla 1 indicé que MDA-MB-468 fue mas sensible a los compuestos ERY y
SFN, ya que se logr6 obtener una ICso en el rango de micromolar, pero para las
CSC, incluso en la concentracion de 1mM, no se pudo obtener esta ICsoya que la
maxima inhibicion fue del 45% (datos no mostrados). Para el caso de eritrosa, se
ha reportado que en CSC derivadas de la linea celular de cancer de mama MCF7,
si inhibe la viabilidad mas del 50% en concentraciones nanomolares [Gallardo-
Pérez et al., 2017], indicando que las CSC de MDA-MB-468 presentan una

resistencia mucho mayor.

Posteriormente, se procedié a evaluar la combinacion de estos compuestos para
tratar de obtener una mayor inhibicion en estas células. Se probaron diferentes
combinaciones (a concentraciones inferiores a la ICso obtenidas para MDA-MB-
468), para determinar si tenian algun efecto mayor tanto en las células troncales,
como en la linea parental. Se observé que ahora, las CSC fueron mas sensibles
que su linea parental ya que con la combinacion de 100nM SFN/100nM ERY se
logré disminuir un 55% la viabilidad (Figura 17). Con estos datos, se calculé una
nueva ICso para la eritrosa tanto para las CSC como para su linea parental (la
concentracion de SFN se mantuvo constante en 100 nM debido a que cuando se
adicionaba una concentracion mayor, la viabilidad aumentaba) (Tabla 2). En la
figura 18 se puede ver el comportamiento del efecto de la combinacion tanto en

CSC como en MDA-MB-468, y cémo la inhibicibn aumenta cuando se adiciona
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mayor concentracion de ERY, aunque llega un punto en el que esta inhibicion no

sobrepasa mas del 60%.

También se evalué el efecto de los compuestos por separado y en combinacién en
células no tumorales H9C2 (cardiomiocitos de ratén) y no se observd un efecto
significativo sobre la viabilidad (en combinacién se presenté aproximadamente un
30% de inhibicién) e incluso por separado, parece ser que ayudan a la

proliferacion celular (Tabla 3).
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Figura 17: Efecto de la combinacién de ERY y SFN sobre la viabilidad de A) células troncales de

cancer de mama y B) la linea parental MDA-MB-468. n=3.

Compuesto ICs0 (NM)
MDA-MB-468 ERITROSA 495 + 206
CANCER STEM CELLS ERITROSA 112 £ 40

Tabla 2. Nueva ICso de eritrosa en combinaciéon con 100nM de sulforafano, sobre viabilidad en

células troncales de cancer de mama y su linea parental MDA-MB-468. n=3
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Figura 18: Porcentaje de inhibicidn de viabilidad en células troncales de cancer y MDA-MB-468

con diferentes concentraciones de eritrosa +100 nM de sulforafano. n=3

nM % VIABILIDAD %VIABILIDAD %VIABILIDAD
ERY SFN SFN/ERY
0 100 100 100
10 131143 10914 -
100 152116 10712 -
1000 147+14 99+1 -
100/100 - - 7611

Tabla 3: Efecto de ERY y SFN por separado y en combinacién sobre la linea celular no tumoral

H9C2. n=3.

Se utilizé la concentracion de 100nM ERY/ 100nM SFN para determinar el efecto

sobre el metabolismo energético y funciones de troncalidad en CSC.
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6.4 EFECTO DE LA COMBINACION DE ERY Y SFN SOBRE EL
METABOLISMO ENERGETICO EN CSC

6.4.1 FLUJO GLUCOLITICO

Las células troncales de cancer de mama, asi como su linea parental MDA-MB-
468 fueron colocadas con la combinacién de 100nM SFN / 100nM ERY (debido al
efecto observado sobre la inhibicion de la viabilidad) durante 24 horas.
Posteriormente se evalud la glucdlisis como la cantidad de lactato producido. Se

utilizé 2-desoxi-glucosa para conocer el lactato producido por la glutamindlisis.

En las CSC y su linea parental con la combinacién, la produccion total de lactato
disminuy6 significativamente (2-5 veces) (Figura 19A) con respecto a aquellas no
tratadas (Figura 15A). Al determinar el flujo de glucdlisis, se determind que,
después de las 24 horas con la combinacion, existié una disminucion significativa
(3-6 veces) en ambos casos (Figura 19 B) con respecto a aquellas células no
tratadas (Figura 15B). Por otro lado, la glutamindlisis en CSC tratadas no presenta

cambio con respecto a aquellas sin tratamiento (Figura 15 B; Figura 19 B).

6.4.2 FLUJO MITOCONDRIAL

Al igual que para el flujo glucolitico, para el flujo mitocondrial las células troncales
de cancer de mama y su linea parental MDA-MB-468 fueron colocadas con la
combinacion de 100nM SFN / 100nM ERY durante 24 horas.

Se evalué el consumo total de oxigeno en las CSC y en MDA-MB-468 después del
tratamiento y se observé una tendencia a disminuir solo en la linea parental
comparado con aquellas no tratadas, pero este cambio no fue significativo,
mientras que en CSC el consumo total de oxigeno no presenté cambios (Figura 19
A).

Al anadir oligomicina (inhibidor de la ATP synthase) se determiné el consumo de
oxigeno acoplado a la sintesis de ATP (FO), el cual presenta una tendencia a

disminuir tanto en CSC como en su linea parental con la combinacién con
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respecto a aquellas no tratadas, pero esta tendencia no es significativa (Figura 19
B).
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Figura 19: Efecto de la combinacién de ERY y SFN sobre A) consumo total de oxigeno y
produccion total de lactato; B) Glucdlisis, FO y glutamindlisis en MDA-MB-468 y CSC. n=3, *P<0.05
vs MDA-MB-468 y CSC no tratadas

6.4.3 CONTRIBUCION DE ATP

Con este efecto inhibitorio de la combinacién sobre la glucdlisis, el aporte de ATP
que presentaban tanto CSC como MDA-MB-468 (Figura 16) cambié. Por un lado,
en la linea parental la contribucion por parte de la mitocondria aument6 de 80% a
94%, mientras que en CSC este cambio fue mas evidente ya que la mitocondria

aportaba el 49%, pero después del tratamiento este valor aumenté hasta un 70%
(Figura 20).
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Figura 20: Aporte de ATP en MDA-MB-468 y CSC con la combinaciéon SFN/ERY. n=3.

6.5 EXPRESION DE MARCADORES DE TRONCALIDAD, METASTASIS Y
METABOLISMO ENERGETICO CON LA COMBINACION SFN/ERY EN CSC

A continuacién, se evalu6 el efecto de la combinacion después de 24 horas sobre
la expresion de algunas proteinas marcadoras de troncalidad, metastasis y
metabolismo. Por un lado, el marcador de troncalidad CD44+ presenta una
disminucién en su expresién (7 veces). Por otro lado, GLUT-1 presenta una
disminucioén significativa (4 veces) comparada con las CSC sin la combinacién, lo
que posiblemente esta relacionado con el efecto inhibitorio en la glucdlisis. La
expresion de ATP synthase no se ve afectada con la combinacién lo que también

correlaciona con que el flujo de FO no se vio afectado (Figura 21).
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Figura 21: Efecto de la combinacion de SFN/ERY sobre la expresién de proteinas de troncalidad,

metastasis y metabolismo energético. n=2.

6.6 FORMACION DE MICROESFERAS EN PRESENCIA DE LA COMBINACION
(SFN/ERY)

Finalmente, se observd una funcion de CSC (formacién de microesferas) en
presencia de la combinacion. Las CSC fueron sembradas en una superficie
antiadherente, en agitacion y en medio sin suero durante 10 dias. En este dia se
midio el tamafio del esferoide y se pudo observar que la combinacién impidié la
formacion de un tamano similar al que presentan las CSC sin combinacion (Figura

22), reduciéndolo a un tamafio como los que forma la linea parental (Figura 12).
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Figura 21: Formacion de microesferas al dia 10 en medio sin suero de CSC luego de la

combinacion (ERY/SFN). Barra= 100um. n=20 esferoides; *P<0.01 vs. MDA-MB-468.
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7. DISCUSION

En los ultimos afos, el metabolismo energético se ha propuesto como un blanco
terapéutico para eliminar a las cancer stem cells. Esto debido a que las diferentes
estrategias en las que se han basado diversas terapias no han tenido el éxito
esperado [Nassar & Blanpain, 2016; Visvader & Lindeman, 2012; Annett &
Robson, 2018]. Muchos de los farmacos utilizados van dirigidos a afectar la
funcién mitocondrial, ya que se sabe que en muchos tipos de cancer (mama,
cérvix, colon, préstata, etc.) es donde se da el principal aporte de ATP. Este aporte
energético es fundamental para la activacion de diversas funciones como
metastasis y supervivencia celular [Sutendra et al., 2014; Sancho et al., 2016;
Chae y Kim, 2018; Wong et al. 2017]. Pero uno de los problemas con estos
farmacos es que la mayoria de las veces llegan a afectar a células de tejido sano,
0 se necesitan concentraciones elevadas que pueden ocasionar muchos efectos

secundarios [Sotgia et al., 2018].

Es por eso que se han propuesto algunos compuestos naturales (que incluso se
llegan a encontrar de manera normal en el cuerpo) que se conozca que puedan
tener algun efecto antitumoral. Dos compuestos que han sido objeto de
investigacion son la eritrosa y el sulforafano (ambos obtenidos mediante la dieta),
los cuales presentan actividad antitumoral, en parte ya que afectan la funcién
mitocondrial [Liu et al., 2015; Sestilli & Fimognari, 2015].

7.1 METABOLISMO ENERGETICO

El efecto de la eritrosa sobre la funcion mitocondrial atun no es claro, pero se ha
hipotetizado que este compuesto puede afectar la FO (directa o indirectamente),
ademas de causar muerte celular al activar la apoptosis intrinseca [Liu et al.,
2015]. Por otro lado, el efecto del sulforafano se ha estudiado mas, y se sabe que
puede afectar directamente al metabolismo mitocondrial (en concentraciones de
10-100 pM) al inhibir la actividad de los complejos I, Il y lll de la cadena
trasportadora de electrones [Xiao et al., 2009] ocasionando un aumento en
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especies reactivas de oxigeno y llevando a muerte celular, aunque no se ha
observado un efecto aparente en la produccion total de lactato [Wiczk et al., 2012].
Ademas, se ha visto que este compuesto puede potenciar su efecto al ser
combinado con algunas drogas citostaticas y/o nuevos compuestos antitumorales
[Naujokat & Laufer, 2013].

Sin embargo, el efecto de ambos compuestos no ha sido elucidado sobre los flujos
de glucdlisis y FO. Nuestros resultados indican que la combinacién de SFN/ERY a
concentraciones nanomolares, presentd un efecto sinérgico ya que se
administraron en concentraciones menores a la ICso de viabilidad, pero esta no
afectd el consumo total de oxigeno ni en el flujo de FO, asi como proteinas
relacionadas con este metabolismo como COXIV y ND1, pero que, si se presenta
un efecto inhibitorio en el flujo glucolitico lo cual esta relacionado con la
disminuciéon en la expresién de una de las proteinas controladoras de este flujo;
GLUT1, todo esto sin un efecto aparente en la viabilidad de células no tumorales
H9C2 (Tabla 3).

Este efecto puede ser mas evidente en el flujo de glucdlisis ya que, 1) las
concentraciones utilizadas son mucho menores a las reportadas para la inhibicién
del flujo mitocondrial (aun al estar en combinacion), y 2) que al ser seleccionadas
y obtener células con fenotipo troncal se da un switch metabdlico (el cual ya ha
sido reportado para cancer de mama [Sancho et al., 2016; Chae & Kim, 2018]), en
el cual se da un aumento en la obtencion de energia por parte de la glucdlisis
(Figura 16). Como ya se ha mencionado, el efecto de ambos compuestos por
separado habia sido investigado sobre alguna parte de la via metabdlica, pero en
este estudio se elucid6 su efecto real ya sobre los flujos de FO y glucdlisis, a pesar
de eso falta mayor investigacion para conocer el mecanismo de accién de esta
combinacion, pero con los datos obtenidos hasta el momento, podria funcionar
como una buena estrategia terapéutica ya que se afecta significativamente el
aporte de ATP, y con eso se pueden comprometer algunas funciones de

malignidad, y sensibilizar al tumor a alguna terapia convencional, sobre todo
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porque el cancer de mama triple negativo en la actualidad no tiene una terapia

especifica.

7.2 FENOTIPO TRONCAL

El efecto de ambos compuestos, por separado, también se ha evaluado sobre
células troncales de cancer de mama. Para el caso de la eritrosa, se ha visto que
al ser administrada en CSC derivadas de la linea celular MCF7 en
concentraciones sub ICso, inhibe la activacién de algunas vias relacionadas con la
malignidad ya que se une a la citocina extracelular HPI/AMF e impide que esta
interaccione con su receptor [Gallardo-Pérez et al.,, 2017]; mientras que el
sulforafano, al ser administrado en concentraciones de entre 5 y 10 uM, inhibe la

formacion de microesferas [Naujokat & Laufer, 2013].

En nuestros resultados, uno de los problemas presentes en las CSC derivadas de
la linea celular MDA-MB-468, es que para ninguno de los dos compuestos se
obtuvo una ICso (observando una gran resistencia por parte de estas células) y por
ello no se tenia una concentracion con la cual evaluar un posible efecto sobre la
malignidad. En los ultimos afos, la combinacion de compuestos naturales se ha
tomado como una estrategia para combatir el cancer, y asi disminuir las
concentraciones utilizadas, aumentar o potenciar el efecto y reducir la resistencia
de la enfermedad a las terapias convencionales [Rejhova et al., 2018]. Al combinar
SFN y ERY, a concentraciones nanomolares, se obtuvo una disminucién en la
viabilidad de aproximadamente el 50% y con esto se calculdé una nueva ICsppara
ERY (Tabla 2) dejando constante la concentraciéon de SFN (100nM) ya que si esta

se aumentaba se veia un efecto positivo en la proliferacion.

Al administrar la combinacién 100nM SFN / 100 nM ERY se present6 un efecto en
la proteina marcadora de troncalidad CD44*, la cual presentd una disminucion
significativa en su expresion (>7 veces). Por otro lado, también se vio un efecto en
la formacion de microesferoides, ya que, al afadir la combinacion al medio

después de 10 dias, se inhibid su formacién casi por completo (aproximadamente
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5 veces), presentando un tamafo similar al de la linea parental, en la cual sélo
forma agregados de células. Este efecto puede estar relacionado con la
disminucién de marcadores de troncalidad como CD44* o algunos otros no
evaluados en este proyecto, lo cual disminuye la supervivencia en medio sin suero
y por ende impide la formacion de microesferas. Esto concuerda con algunos
estudios en donde la disminucion de CD44* en células troncales de cancer de
pancreas y colon correlaciona con la inhibicion de formacion de esferoides,
ademas de su capacidad de auto renovacion en estas células induciendo su
diferenciacion, disminuyendo la quimio resistencia, asi como la capacidad de
invasion y migracion en modelos in vitro de metastasis; y formacion de tumores en

modelos in vivo [Chanmee et al., 2015; Yan et al., 2016].

Estos resultados son de gran importancia ya que en los ultimos afios el cancer de
mama, a nivel mundial, ha aumentado su incidencia (aproximadamente 1.5%
anual), y su mortalidad en la poblacion femenina (aproximadamente 10%) [Arce et
al., 2011]. Ademas, el subtipo triple negativo tiene una gran relevancia clinica ya
que suele ser mas agresivo, presentando una alta metastasis hacia higado,
pulmon o sistema nervioso central, una recurrencia temprana y un mayor riesgo de
muerte, comparado con aquellos subtipos que son dependientes de hormonas
[Zaharia & Gomez, 2013]. Es por esto, que la combinacion de estos compuestos
puede funcionar como una buena estrategia terapéutica, primero porque estos se
encuentran presentes en la dieta de las personas por lo que sabe que tienen un
beneficio, y segundo, porque pueden sensibilizar las CSC y las quimioterapias
convencionales podrian aumentar su efectividad, disminuyendo el riesgo de
recurrencia y/o muerte. Esto ademas es de gran importancia ya que la viabilidad
en células sanas no se vio significativamente afectada (15-30%), a diferencia de
algunas terapias que han sido utilizadas en donde intentan bloquear a CD44* con
anticuerpos monoclonales (algunas veces combinandolos con doxorrubicina), ya
que estos afectan en gran medida tanto al receptor expresado en CSC como en
células normales, ademas de que después de ciertas dosis estos comienzan a

acumularse y causan efectos secundarios muy importantes (eg. problemas en la
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piel y/o en la barrera hematoencefalica ya que CD44* cumple un papel fisiolégico
muy importante en esta) [Annett & Robson, 2018; Ghasemi et al. 2019].

En resumen, las CSC derivadas de la linea celular de cancer de mama triple
negativo MDA-MB-468 presentan una gran resistencia a ERY y SFN cuando se
administran por separado, pero, cuando estos son combinados, se observa un
sinergismo en su efecto a concentraciones nanomolares, lo cual disminuye su
viabilidad aproximadamente el 50-55%, ademas de disminuir la expresidén de la
proteina controladora GLUT 1 y por ende el flujo glucolitico (aunque la inhibicion
de esta proteina no describe todo el fendmeno), la expresion de la proteina
relacionada con troncalidad (CD44%) y la formacion de microesferas, todo esto sin
un efecto aparente en el consumo total de oxigeno, FO y proteinas relacionadas

con el metabolismo mitocondrial.
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8. CONCLUSIONES

Diversos estudios han probado el efecto tanto de ERY como de SFN sobre
diferentes funciones celulares y/o partes del metabolismo energético, pero en
ninguno se ha revelado un efecto sobre los flujos. En este trabajo se observa que
los compuestos naturales ERY y SFN, al ser administrados en combinacion a las
cancer stem cells derivadas de la linea celular MDA-MB-468 a concentraciones
nanomolares, afectan el metabolismo energético, en especifico el glucolitico,
haciendo que ahora dependan mas de la mitocondria, esto similar a su linea
parental MDA-MB-468, y que, ademas afecta el fenotipo troncal ya que las esta
regresando a un fenotipo similar al de su linea parental ya que disminuye la
expresion de CD44" y su capacidad para formar microesferoides en ausencia de

Suero.
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Abstract: Cancer development, growth, and metastasis are highly regulated by several transcription
regulators (TRs), namely transcription factors, oncogenes, tumor-suppressor genes, and protein
kinases. Although TR roles in these events have been well characterized, their functions in regulating
other important cancer cell processes, such as metabolism, have not been systematically examined.
In this review, we describe, analyze, and strive to reconstruct the regulatory networks of several TRs
acting in the energy metabolism pathways, glycolysis (and its main branching reactions), and oxidative
phosphorylation of nonmetastatic and metastatic cancer cells. Moreover, we propose which possible
gene targets might allow these TRs to facilitate the modulation of each energy metabolism pathway,
depending on the tumor microenvironment.

Keywords: cancer transcriptional regulators; energy metabolism regulation; glycolysis; oncogenes;
oxidative phosphorylation; transcriptional factors

1. Introduction

All stages of cancer progression, including initial formation, growth, and metastasis (i.e., epithelial
to mesenchymal transition, adhesion protein expression, migration, invasiveness, colonization,
and angiogenesis), are regulated and coordinated by several transcriptional regulators (TRs),
including transcriptional factors (TFs), transcriptional coactivators, oncogenes, tumor-suppressor
genes, and protein kinases [1-3]. The term “transcription factor” describes any protein able to bind to
DNA in a sequence able to regulate transcription or alter gene expression. “Transcriptional coactivator”
describes any protein or protein complex that binds to a transcription factor to increase the transcription
rate of a gene or set of genes. “Oncogene” describes a gene whose protein product carries the ability to
induce cancer and confer at least one aspect of the transformed phenotype on a cell. “Tumor-suppressor
gene” describes a gene whose encoded protein protects a cell from one step on the path to cancer.
Cancer progresses when oncogene function results from the activation of proto-oncogenes or when
tumor-suppressor genes are inactivated.

The roles of transcriptional regulators (TRs) in cancer development and metastasis have been
well documented and analyzed [3,4]. Besides their allocated canonical roles (Table 1), TRs may also be
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