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Resumen y Abstract IX

Resumen

De acuerdo a cifras publicadas por la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer de
mama es una de las patologias con mayor porcentaje de mortalidad e incidencia en las
mujeres, y en este sentido es necesario el desarrollo de nuevas alternativas para su
tratamiento (Saucedo, 2013). Hoy en dia estan en uso clinico al menos 121 farmacos
antineoplasicos que no cubren todas las necesidades de tratamiento, y es pertinente
continuar investigando nuevas moléculas activas que presenten mayor efectividad y
selectividad, y menor toxicidad y susceptibilidad a la generacién de resistencia por parte
de las células tumorales. (Gibbs, 2000; Sausville y Johnson, 2000; Newman y Cragg,
2007; Cordero, 2008; Escobar, 2011).

Para alcanzar este objetivo se deben buscar compuestos activos que presenten nuevos
mecanismos de accion, ya que la mayoria de los antineoplasicos de uso clinico estan
disefiados para afectar la maquinaria de replicacién celular, esta teoria se basa en que
las células tumorales por su rapida proliferacion son mas sensibles a los agentes

citotoxicos que las células normales. (Marchini et al., 2005).

El descubrimiento de la selectividad y actividad terapéutica potencial de las moléculas
pseudopterosinas aisladas del octocoral Antiollogorgia elisabethae, (Williams y Chen,
2012) y el alto grado de variacion quimica de las especies colectadas a diferentes
localizaciones de la region Caribe, han motivado a muchos autores para continuar el
estudio de estos productos (Correa et al., 2011); especialmente en este trabajo se
estudié el compuesto Pseudopterosina Q, con promisoria actividad anticancerigena,
contribuyendo al estudio de su mecanismo de accidn in vitro. Utilizando un microarreglo
de expresion en genes humanos, que emplea la tecnologia Agilent de dos colores
(Agilent SurePrint G3 Humano Gene Expression 8x60K Microarray GE V2), se generd

informacion sobre las diferentes dianas en las que actla este compuesto, permitiendo un
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acercamiento al andlisis de las posibles rutas moleculares principalmente impactadas

sobre la linea celular MDA-MB231 al ser tratadas con el compuesto.

Se hibriddé bajo dos condiciones: una con exposicion de las células MDA-MB231 al
tratamiento y otra sin exposicién, empleando un chip con 8 arreglos que constan de 4
réplicas biologicas, cada una con 2 réplicas técnicas. Se utilizd la plataforma
Bioconductor y el lenguaje de programacion estadistica R. El resultado fue de 3.400
genes impactados por la actividad citotoxica del compuesto; concluimos que todos los
mecanismos de proteccién celular en respuesta al estrés generado por PsQ, se
relacionan con supervivencia, diferenciacion, crecimiento, movilidad, migracion celular y
represion del proceso apoptotico. No se soportan evidencias de repuesta temprana pero

si evidencias de muerte celular por procesos de necrosis.

PALABRAS CLAVE: Pseudopterosina, microarreglo, analisis expresion diferencial,

cancer de mama, estudio in vitro.

Abstract

According to published by the World Health Organization, breast cancer is one of the
diseases of highest mortality and incidence in women, so it is necessary the development
of new treatments research (Saucedo, 2013). Today are in clinical use at least 121 cancer
drugs, that not cover all the needs of treatment, which is necessary to continue research
into the development of new active molecules with greater effectiveness, lower toxicity,
greater selectivity and reduced susceptibility to the generation of resistance by tumor
cells. (Gibbs, 2000; Sausville y Johnson, 2000; Newman y Cragg, 2007; Cordero, 2008;
Escobar, 2011).

To get this goal it should search active compounds with novel mechanisms of action,
since most antineoplastic clinical use are designed to affect the cellular replication
machinery, this theory is based on the tumor cells by their rapid proliferation are more

sensitive to cytotoxic agents than normal cells (Marchini et al., 2005).
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The discovery of the selectivity and potential therapeutic activity of molecules
pseudopterosins isolated from the octocoral Antiollogorgia elisabethae, (Williams y Chen,
2012) and the high degree of chemical variation of species collected at different locations
over Caribbean region, have led many authors to continue the study of these products
(Correa et al., 2011). In this work, Pseudopterosin Q compound, with promising
anticancer activity, contributing to the study of its mechanism of action in vitro. Using a
human gene expression microarray employing the Agilent technology two-color (Agilent
SurePrint G3 Humano Gene Expression 8x60K Microarray GE V2), generate information
on different targets in which this compound acts, allowing closer analysis of possible

molecular pathways impacted mainly on the cell line MDA- MB231.

The samples was hybridized under two conditions: first, with exposure of MDA-MB231
cells without treatment and another exposure using a chip with eight arrays consisting of
four biological replicates, each with 2 technical replicates. The Bioconductor plataform
and statistical programming language R. The result was used 3,400 genes impacted by
the cytotoxic activity of the compound; conclude that all cellular protection mechanisms in
response to stress generated PSQ are related to survival, differentiation, growth, motility,
cell migration and suppression of apoptosis. No evidence of early response but with

evidence of cell death by necrosis processes supported.

KEYWORDS: Pseudopterosin, microarray, differential expression analysis, breast cancer,
in vitro study.
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Introduccion

Los productos naturales marinos han tenido en los ultimos 40 afios un papel muy
importante en el descubrimiento de sustancias con nuevas estructuras quimicas, la
mayoria de las veces sin homologa en organismos o individuos terrestres, las cuales se
han convertido en prototipos para el desarrollo de nuevos medicamentos 0 son
sustancias importantes para otros fines industriales (Stonik, 2009; Rastogi et al., 2010;
Correa et al., 2012)

El descubrimiento de la selectividad y actividad terapéutica potencial de las moléculas
Pseudopterosinas aisladas del octocoral Pseudopterogorgia elisabethae (especie
inicialmente identificada por Bayer en 1961 y actualmente descrita como Antiollogorgia
elisabethae (Williams & Chen, 2012) y el alto grado de variacion quimica de las especies
colectadas en diferentes localizaciones de la region Caribe, han motivado a continuar el

estudio de estos productos. (Puyana et al., 2004; Correa et al., 2011)

En Colombia el grupo de investigacion “Estudio y aprovechamiento de productos
naturales marinos y frutas de Colombia” de la Universidad Nacional de Colombia, ha sido
el pionero en la investigacion quimica y de la actividad biolégica de la especie
Antiollogorgia elisabethae, que crece en el archipiélago de San Andrés y Providencia. El
interés de la comunidad cientifica en A. elisabethae se debe al gran numero de
metabolitos encontrados en esta especie con actividad bioldégica anticancer,
antiinflamatoria, antiplasmaodica, antimicrobiana, antiviral, antimalarica, antioxidante y
analgésica. (Rodriguez et al., 2004; Simmons et al., 2005; Stonik, 2009; Correa et al.,
2012; McCulloch et al., 2012; Williams y Chen, 2012)

El Grupo de Farmacogenética del Cancer (FGC) del Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia, en colaboracién con diferentes grupos de

investigacion, ha desarrollado un proceso continuo de evaluacion de la actividad
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biolégica in vitro de productos de origen natural, encaminada a la seleccion de moléculas
puras de pseudopterosinas y seco- pseudopterosinas, con potencial actividad anticancer,

susceptibles de ser desarrollados como nuevos farmacos.

Las pseudopterosinas presentan caracteristicas farmacoldgicas importantes (Rodriguez
et al., 2004) entre las que se cuenta significativa actividad citotdxica (Correa et al., 2012),
de las cuales la més interesante son aquellas clasificadas como pseudopterosina Q dado
gue ha presentado mayor citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano (Correa et
al., 2011).

A partir de estos estudios conjuntos, se ha seleccionado la pseudopterosinas Q que
presenta actividad potente y selectiva sobre las lineas celulares, en consecuencia el
presente estudio realizé ensayos de actividad citotoxica sobre lineas celulares de céancer,
siendo MDA-MB231, la que presenté mayor sensibilidad a la actividad citotoxica; linea

celular derivada de tumores de glandula mamaria humana.

Se calculd la actividad citotoxica, la concentracién y el tiempo de exposicion de la
Pseudopterosina Q (PsQ). Posteriormente, con el &nimo de dilucidar los mecanismos
moleculares de respuesta celular al tratamiento con PsQ, se utilizé y analiz6 un
microarreglo de expresion el cual proporcionoé la informacién sobre los genes expresados
diferencialmente entre células tratadas y no tratadas con PsQ, considerados como los
responsables presumiblemente de la respuesta inhibitoria de crecimiento e induccion de
muerte celular, que son indicativos in vitro de actividad anticancer en la linea celular
MDA-MB231.

Los resultados del analisis diferencial de los perfiles de expresion molecular a nivel
transcriptomico, se analizaron desde una perspectiva de biologia de sistemas, lo que
permitié explicar la actividad funcional génica y las principales rutas metabdlicas

implicadas con la actividad citotoxica de PsQ sobre las células MDA-MB231.



1. Estado del arte

1.1 Pseudopterosinas: Compuestos de origen marino

Pseudopterosinas (Ps), son una familia de estructuras quimicas caracterizadas por sus
diterpenos glicosidados tipo amfilectano, se diferencian principalmente entre ellas en la
posicién de la glicosidacion (C-9 6 C-10), el azlucar (generalmente con D-xilosa, D-
arabinosa y L-fucosa) y en la posicion del sustituyente acetilo en el azicar, cuando este
existe, asi como también en la estereoquimica de la aglicona. (Pereira et al., 2009) (Ver
Figura 1-1).

Figural-1: Estructura quimica de pseudopterosina Q (PsQ) Tomada de Duque et al.,
2004.
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Look et al., (1986); Roussis et al., (1990); Ata et al.,( 2003); Ata et al.,( 2004); Duque et
al., (2004); Puyana et al.,( 2004); Rodriguez et al.,(2004); Hoarau et al.,( 2008) publicaron
estudios sobre alrededor de 30 pseudopterosinas (PsA-Y, iso-PsE, 2-O-acetil-PsQ, 3- O-
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acetil-PsQ, 2-O-acetil-PsU y 2-O-acetil-PsQ). Algunas de ellas han sido aisladas a partir
de muestras recolectadas en las Bahamas, Bermudas, cayos de la Florida y en las islas

colombianas de San Andrés y Providencia (Correa et al., 2012).

Diferentes miembros de la familia de pseudopterosinas han sido aisladas de A.
elisabethae, recolectada en distintas locaciones geograficas. Asi, por ejemplo, las PsA-
D, PsK, PsL, PsX y PsY fueron identificadas en ejemplares recolectados en las Islas
Bahamas (Look et al., 1986; Roussis et al., 1990; Ata et al., 2004), las PsE-J fueron
aisladas de ejemplares recolectados en la Isla Bermuda (Roussis et al., 1990) y las
PsM-O aisladas de especimenes de cayos de la Florida (Ata et al.,, 2003). Las
pseudopterosinas reportadas mas recientemente en la literatura, las PsP-W, y las 3'-O-
acetil-PsQ, 2'-O-acetil-PsQ, 3'-O-acetil-PsU y 2'-O-acetil-PsU, fueron aisladas de
especimenes de la Isla Providencia (Duque et al., 2004; Puyana et al., 2004; Rodriguez
et al., 2004; Pereira, Guhl y Duque, 2009).

Ebada y Proksch (2011) reportaron que las pseudopterosinas tienen caracteristicas
farmacoldgicas importantes que constituye un recurso significativo de metabolitos
secundarios farmacol6gicamente activos, demostradas a través de pruebas in vitro e in
vivo determinando que estos compuestos son mas eficaces que algunos de los farmacos

antiinflamatorios comercialmente empleados.

El principal mecanismos de accién estudiado hasta el momento que sugiere la alta
actividad antiinflamatoria en la mayoria de los 30 miembros que hacen parte de la familia
de pseudopterosinas, se debe presumiblemente a que bloquean la liberacion de
eicosanoides sin interrumpir la biosintesis (Rodriguez et al.,, 2004); sin embargo y
respecto a su actividad anticancer, hasta el momento no se ha determinado mecanismos
de accion relacionados; sin embargo se sabe que las moléculas antitumorales aisladas
suelen ser productos naturales nuevos que se extienden en un amplio margen de tipos
estructurales y se definen como aquéllas moléculas capaces de interferir en el proceso
de desarrollo de ciertos tumores malignos (cancer) y por lo tanto presentan la posibilidad

de ser administrados para combatirlo (Espinoza, 2011).

A pesar de todo el trabajo publicado, a las pseudopterosinas PsP-V PsK, descubiertas

por primera vez por Duque et al., (2004), no se les ha determinado su mecanismo de
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accion biologica que expliqgue la actividad citotoxica. Correa et al., (2012) demostré
actividad citotoxica contra lineas celulares de humanos, entre las que se cuenta el perfil
citotoxico mas completo en: HeLa (cancer cervical), PC-3 (cancer de proéstata), HCT116
(cancer colorectal), MCF-7 y BJ (fibroblastos normales de piel) donde PsQ y PsG fueron
los compuestos mas activos (GI50 5.8 uM) presentaron una citotoxicidad moderada no
selectiva. Adicionalmente en trabajos realizados por GFC se determind una mayor

actividad citotoxica de PsQ en la linea de cancer de mama MDA-MB231.

1.2 Cancer de mama

Algunos autores definen el cancer como el resultado de la proliferacién de células que
han adquirido capacidades de auto-suficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad
a sefales de inhibicion de crecimiento, evasion de apoptosis, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis sostenida, pérdida de comunicacion intercelular y capacidad de
invasion a otros tejidos 6 metastasis (Hanahan y Weinberg, 2011). Estos cambios en la
fisiologia celular resultan, en su mayoria, de la acumulacion de mutaciones en genes
regulatorios de proliferacion celular y efectos epigenéticos que llevan a la pérdida del

control normal de la expresion génica y finalmente de la funcion celular. (Escobar, 2011).

El cancer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea originada a partir de una
proliferacion anormal y desorganizada de las células que componen el tejido mamario. El
cancer de mama se clasifica de acuerdo al componente celular principalmente afectado.
(Saucedo, 2013). Esta enfermedad ocurre casi por completo en las mujeres, pero los

hombres también la pueden padecer. (Anderson et al., 2004).

Estudios epidemiolégicos muestran que éste es el mas frecuente entre las mujeres.
Estiman que en 2008 se diagnosticaron 1.38 millones de nuevos casos en mujeres de
todo el mundo, lo que supone aproximadamente un cuarto (23%) de todos los canceres
diagnosticados en mujeres. La incidencia de cancer de mama se ha incrementado en la
mayoria de los paises del mundo en las Ultimas décadas, denotando un rapido aumento

en los paises desarrollados (Saucedo, 2013). (Figura 1-2)
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Figura 1-2: Incidencia del cancer de mama en el mundo. Tomada de Ferlay et al., 2010
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Respecto a la mortalidad, el cancer de mama es la causa de muerte mas frecuente en
mujeres de todo el mundo, estimandose que es la responsable de al menos 460.000
muertes en 2008. Existe variacién en la mortalidad causada por cancer de mama entre
los diferentes paises del mundo, principalmente debido a una mayor supervivencia en los
paises desarrollados (que por otro lado son los que mayor incidencia de la enfermedad
presentan), con rangos que varia de los 6 casos por cada 100.000 habitantes en el
oriente de Asia a los 19 por cada 100.000 en el sur y oeste de Africa en 2008 (Ferlay et
al., 2010). (Figura 1-3).
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Figura 1-3: Estimaciones de tasas de incidencia y mortalidad en cancer de mama
estandarizadas por edad; datos diferentes poblaciones en el mundo en 2008. Tomada de
Ferlay et al., 2010.
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1.2.1 Principales mutaciones génicas relacionadas con cancer de
mama

El origen del cdncer de mama se atribuye a la herencia de mutaciones en genes de
susceptibilidad. Los dos genes de alta susceptibilidad al cancer de mama identificados
hasta la fecha son BRCA1 y BRCA2 que explicarian aproximadamente un 20% del

cancer familiar. (Saucedo, 2013).

El descubrimiento de estos dos genes ha permitido extender durante los dltimos afos el
conocimiento sobre la epidemiologia genética del cancer de mama, el riesgo exacto a
padecer la enfermedad, la distribucion por etnias, el asesoramiento genético y las

consecuencias clinicas de sus mutaciones.

Existe otro grupo de genes que confieren un riesgo moderado a padecer cancer de
mama, entre los que se encuentran CHEK2 (Meijers-Heijboer et al., 2002), PALB2
(Rahman et al., 2007), BRIP1. (Sharon y Shawna, 2011) o ATM (Byrd et al., 2012). Este
conjunto de genes explicarian alrededor de un 5% adicional del cdncer de mama

hereditario.
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Finalmente existen variantes frecuentes en la poblacién que individualmente confieren
bajo riesgo y que se han descrito principalmente a través de los denominados GWAS
(Genome Wide Association Studies). Hasta hace unos meses se conocian 27 alelos de
este tipo pero en abril de 2013 se han descrito 41 adicionales; globalmente estas
variantes frecuentes de baja penetrancia explicarian hasta un 14% del riesgo familiar
(Michailidou et al., 2013).

El desarrollo de un cancer de novo es un proceso complejo que involucra varias
mutaciones y eventos epigenéticos. Hanahan y Weinberg delimitaron seis requisitos
claves para el desarrollo de cancer: “mantenimiento de la sefalizacion proliferativa,
evasion del incremento de supresores, resistencia a la muerte celular, permitiendo la
inmortalidad replicativa, la induccién de la angiogénesis, y la activacion de la invasion y

metéstasis ". (Hanahan y Weinberg, 2011).

Estos atributos permiten que las células cancerosas generen sus propias sefiales
mitogénicas, resistencia exdégena e inhibicion de sefiales de crecimiento, evasién de
apoptosis, proliferacion sin limites, es decir, someterse a la inmortalizacion, someterse a
la angiogénesis y, en canceres mas avanzados, invadir y generar metastasis. (Hanahan
& Weinberg, 2011).

1.2.2 Lineas celulares empleadas como modelos in-vitro en el
estudio del cancer de mama

Puesto que el cancer de mama es un conjunto heterogéneo de afecciones con diversas
histopatologias, variaciones genéticas y gendmicas que manifiestan diferentes resultados
clinicos, el principal desafio en el avance del conocimiento de la biologia del cancer de
mama es la disponibilidad de modelos experimentales que simulen los diversos aspectos
de la enfermedad. Debido a esta complejidad y heterogeneidad no es esperable que un
unico modelo represente todas las variables de la enfermedad (Vargo-Gogola y Rosen,
2007; Rosen, Ashurst, y Chap, 2010)

Los modelos experimentales que se suelen utilizar para analizar los procesos
involucrados en la iniciacién y progresiébn del cancer de mama incluyen las lineas
celulares de mama normal y tumoral, los xenografts 0 xenotransplantes y los ratones

modificados genéticamente (GEM). (Vargo-Gogola y Rosen, 2007).
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Las lineas celulares de mama normal y tumoral, han sido el modelo mas ampliamente
usado para investigar como se desregulan la proliferacion, la apoptosis y la migracion en
el desarrollo del cancer de mama. El uso de lineas celulares proporciona gran cantidad
de informacién sobre genes y rutas de sefalizacidon que regulan estos procesos. Esta
técnica permite evaluar el efecto que las alteraciones génicas o la inhibicion y/o
activacion de distintas rutas moleculares tienen en la capacidad tumorogénica de las

células en la progresion del tumor con experimentos in vitro (Khan, 2013).

La linea celular de cancer MDA-MB231 es comercializada por la American Type Culture
Collection (ATCC); a partir de un adenocarcinoma de mama del que se establecié la linea
celular, el subtipo de cancer de mama del que procede esta linea celular es basal y se
caracteriza por la ausencia de expresion para receptor de estrégeno, de progesterona, y
la represion del receptor de crecimiento epidérmico 2 (HER2). La anterior informacion es
extraida de las fichas técnicas de las lineas celulares disponibles en http://www.atcc.org/

y http://www.dsmz.de/.

MDA MB-231 se caracteriza por no expresar receptor de estrogenos y presentar una
forma mutada no funcional de p53 y pl16. Posee abundantes receptores de membrana
para el factor de crecimiento epidérmico (EGF), pero paraddjicamente no se sobre
estimula con dicho factor. Chun-Ling (et al., 2003) han proporcionado evidencia in vitro,
en células MDA-MB231, de la estrecha asociacion de la exposicion de la progesterona y
la diferenciacion de células en el cancer de mama. Es probable que la proteina Stat 5b
juegue un papel importante en la diferenciacion celular inducida por progesterona en la
linea celular anteriormente mencionada (Chun-Ling et al., 2003; Rosen, Ashurst, y Chap,
2010).

1.3 Analisis molecular del cancer de mama

En los dltimos afios se han desarrollado tecnologias que permiten el analisis molecular
de los tumores a nivel de genoma completo, facilitando su caracterizacion desde
diferentes puntos de vista y con cada vez mayores niveles de resolucion. Entre estas
tecnologias se encuentran aquellas que analizan las aberraciones en el nimero de
copias de DNA, las que perfilan el patrén global de expresién génica o las focalizadas en

el estudio de la expresién de microRNAs (miRNA) (Pleasance et al., 2010).
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Hasta el momento la mayor parte de estos andlisis se han realizado usando los
denominados analisis de expresion diferencial que comparan tratamientos para el
desarrollo clinico de terapias dirigidas para el cancer de mama, entre las investigaciones
publicadas se encuentra el realizado por Rosen, Ashurst, y Chap (2010), y otros trabajos
gue emplean tecnologias de hibridacion como los “microarrays” o chips de ADN, aunque
mas recientemente estan ya siendo abordados mediante la secuenciacion masiva.
(Goode, Pratap, y Eltom, 2014).

En el caso particular de este trabajo de investigacion, centramos nuestra atencion en los
microarrays 0 microarreglos de expresion; su principio se basa en utilizar el cDNA a
estudiar para hibridarlo sobre un cristal que contiene sondas de DNA que representan los
exones de la mayoria de los genes presentes en el genoma humano, es decir, los RNA
mensajeros (MRNAs) que se retrotranscriben produciendo las secuencias de cDNA a
hibridar por competencia y rastreados por fluorocromos CY3 que es un componente de
una molécula que hace que ésta sea fluorescente emitiendo un color verde y fluorocromo
CY5 que emite fluorescencia roja, para luego obtener los genes expresados
difencialmente bajo dos condiciones de tratamiento, de esta manera se pueden analizar

las variaciones en los niveles de expresion alta o baja de un amplio conjunto de genes.

1.4 Microarreglos de expresion génica

En este trabajo de investigacion, se emplea la tecnologia de expresion de Agilent, se
utiliza el cDNA, de los cultivos tratados y no tratados con PsQ, para hibridar de manera
simultdnea sobre un cristal que contiene sondas de DNA que representan la mayoria de
los exones de los genes descritos, de esta manera se pueden analizar las variaciones en
los niveles de expresion de un amplio conjunto de genes expresados diferencialmente,
considerados como los responsables presumiblemente de la respuesta de inhibicién de
crecimiento e induccién de muerte celular, que son indicativos in vitro de actividad anti

cancer de la pseudoterosina Q (PsQ).

La base de la tecnologia de los microarreglos de expresiéon ADNCc es la automatizacion y
robotizacion de las técnicas clasicas de biologia molecular Southern y Northern blotting,
siendo el fundamento de la técnica la hibridacion de &cidos nucleicos. La principal ventaja

con respecto a las técnicas clasicas es la posibilidad de inmovilizar en la superficie del
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chip o portaobjeto miles de sondas de ADN, permitiendo el analisis de la expresion de

miles de genes, incluso de genomas completos, en un solo experimento.

El andlisis de la expresion génica tiene sus desventajas, ya que los cambios en los
niveles de mMRNA pueden no reflejar las modulaciones de los niveles de proteina ni las
modificaciones de las mismas, y por tanto podrian no mostrar relaciones con
modulaciones fisioldgicas. Es por esto que es necesario utilizar técnicas de analisis con
indicadores como la localizacion de las proteinas y sus tasas de recambio, cambios

estructurales y modificaciones de proteinas (Lopez, Mallorquin, y Vega, 2002).

1.5 Ontologias Génicas (GO)

Para comprender la funcion génica hay que identificar los procesos o rutas que sigue el
producto de un gen en una célula determinada. Un gen puede participar en la secrecion o
la sintesis de amino&cidos y clasificarse asi por su funciéon. La localizacion de una
proteina en uno o varios compartimentos celulares aporta un criterio adicional de
clasificacion funcional. Puede encontrarse una proteina s6lo en el nucleo o en la

membrana celular. (Viera et al., 2010).

Todos los enfoques plantean un esquema de clasificacidn jerarquico lineal (un gen X es
miembro de un grupo Y, que a su vez forma parte de la superclase Z). Debido a la
complejidad de la clasificacion funcional, se adaptaron y mejoraron las jerarquias para

gue éstas integren la informacion procedente de multiples niveles funcionales.

De la secuenciacion generalizada del genoma y el gran niumero de datos que se deriva
de ella, emergio el sistema de la Ontologia del Gen (GO, de “Gene Ontology”) (Ashburner
et al., 2000). Segun Seringhaus y Gerstein, (2009) este sistema GO emplea una

estructura de grafos dirigida y aciclica (DAG, de “directed acyclic graph”) (Gréfica 1-5)

La clasificacion de los DAG y la de las jerarquias simples proceden de lo general a lo
especifico. No obstante, un DAG es més flexible porque puede tener mdultiples
progenitores para cualquier nodo. En una jerarquia simple, un gen presenta sélo un
progenitor o clasificacién funcional; en el DAG, en cambio, habra multiples. Por ejemplo:

el producto de un gen puede pertenecer a un subconjunto de proteinas implicadas en el
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control del ciclo celular y al tiempo, formar parte de un grupo de factores de transcripcion.
(Seringhaus y Gerstein, 2009)

Grafica 1-5. Representacion esquematica de dos grafos A y B. Un grafo es un
conjunto de objetos llamados nodos unidos por enlaces llamados aristas, que permiten
representar relaciones entre elementos de un conjunto. A. Grafo etiquetado con 6 nodos
y 7 aristas. Tomada de Seringhaus y Gerstein, 2009. B. Grafo que representa la
activacion de respuesta celular a partir del estudio de enriquecimiento génico GO con un

rol en los procesos bioldgicos.
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La descripcion de las entidades individuales resulta asi mas completa. La propuesta de
los DAG tiene por defectos: la ampliacion de la clasificacion dependera del grado de
conocimiento disponible sobre un proceso celular concreto. No todos los aspectos de la
vida subcelular se han estudiado con similar profundidad, en consecuencia, unas areas
de un DAG podrian mostrarse dotadas de mayor rigueza que otras, lo anterior debido a la
complejidad biolégica e intereses de la comunidad cientifica; mas no por errores

(Seringhaus y Gerstein, 2009).
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Por otro lado la Ontologia de Genes (GO) es el fruto de una colaboracién entre las bases
de datos de organismos modelos para generar vocabularios estandarizados, controlados
y estructurados con un amplio campo de aplicaciones que incluyen las anotaciones
funcionales de genes, mineria de textos, la indexacion de literatura, el acceso y la gestion
de la informacion, la realizacion de consultas, actualizacién y recuperacion de
informacion con herramientas especializadas, el intercambio de informacion y la
interoperabilidad semantica entre sistemas y bases de datos, a fin de describir genes y
los atributos del producto génico. (Ashburner et al., 2000; Bindea et al.,, 2009;
Laubenbacher et al., 2009).

La comunidad cientifica busca describir la funcién del gen en términos de circuitos o
redes moleculares. Este modelo se centra menos en la actividad de un gen y mas en los
genes con los que éste se relaciona, a imagen de lo que se observa con las personas en

la investigacion sobre redes sociales (Laubenbacher et al., 2009).

La Ontologia de Genes agrupa realmente tres ontologias que se corresponden con tres
aspectos diferentes de la biologia celular: funcion molecular, proceso bioldgico implicado
y componente o localizaciébn sub-celular. Aunque la GO incluye fundamentalmente
conceptos que se refieren al nivel sub-celular y celular, abarca también niveles
superiores, como los correspondientes a sistemas 0rganos y a organismo. (Ashburner et
al., 2000). En el presente trabajo de investigacion centraremos nuestra atencion en
proceso biolégico. Los Procesos Bioldgicos implican generalmente transformaciones
guimicas o fisicas que ocurren por la accidn de un conjunto de funciones moleculares
organizadas; es decir, el objeto que va a un modulo biolégico sufre transformaciones que
lo convierten en algo diferente, como son por ejemplo el “crecimiento celular” o la
“transduccion de sefales”, o un ejemplo de un nivel menor o mas especifico como el

“metabolismo de pirimidinas”.






2. Objetivos
2.1 Objetivo General

Contribuir al estudio del mecanismo de accion in vitro de una pseudopterosina de origen
marino relacionado con la actividad citotoxica, mediante el analisis de expresion
diferencial con el fin de identificar posibles genes y posibles rutas moleculares

impactadas por el tratamiento con el compuesto con promisoria actividad anti cancer.

2.2 Objetivos Especificos

Establecer las condiciones de cultivo necesarias para realizar los estudios de

expresion diferencial in vitro en la linea celular de cancer de mama MDA-MB231.

Identificar genes expresados diferencialmente entre lineas celulares tratadas y no
tratadas con una pseudopterosina de origen marino mediante un analisis
bioinformatico con los genes funcionales relacionados con la actividad citotoxica y

expresados diferencialmente.

Analizar por bioinformatica los perfiles de expresién diferencial generados

relacionados con la actividad citotoxica.

Identificar las principales rutas relacionadas con el mecanismo de accion y

asociarlas con los genes expresados diferencialmente.






3. Metodologia

3.1. Lineas celulares y cultivos celulares expuestos a
PsQ

El compuesto activo PsQ proporcionado por la doctora Carmenza Duque y su Grupo de
Investigacién “Estudio y aprovechamiento de productos naturales marinos y frutas de
Colombia” de la Universidad Nacional de Colombia, investigaciones, métodos de
extraccion de PsQ y estructuras moleculares ya publicadas. (Duque, 2010; Correa et al.,
2011; Correa et al., 2012)

El compuesto activo PsQ se ensayd sobre 5 lineas celulares tumorales: H292 (cancer de
pulmén), MDA-MB231 (cancer de mama), HelLa (cancer cervical), HEp2 (cancer de

laringe), y PC-3 (cancer de préstata) de la American Type Culture Collection (ATCC).

Las cinco lineas celulares se mantuvieron y/o sostuvieron en placas T25 con medio de
cultivo RPMI-1640, medio de cultivo (Lonza®) con 1 mM de piruvato de sodio y 25 mM de
HEPES a 37°C en 5% de CO, y humedad relativa del 100%. Todas las linea celulares

fueron suplementadas con 10% de suero fetal bovino (FBS) (Lonza®).

3.2. Ensayo de citotoxicidad

En el ensayo de citotoxicidad se calcularon las concentraciones letales CL30, CL50 y
CL70, para cada una de las 5 lineas tumorales, con el fin de establecer qué linea celular
presentaba mayor actividad citotéxica. En este sentido una vez obtenida las cajas T25
con una confluencia de 90% se pasaron a placas de 96 pozos, para cada linea celular los
tratamientos se realizaron dos veces por triplicado. Las células se sembraran en placas

de cultivo de seis pozos, disponiendo 1 x 96.000 células/pozo. 1.600ul de medio.
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Después de permitir la adhesion de las células a las placas por 24 horas, las placas se
incubaron con concentraciones de 1, 5, 10 y 20 mM de PsQ durante 6 h, a continuacion,
la solucion de medio de cultivo se extrajo, se limpiaron las placas con 100 uL de PBS de
149,2 mM y pH 7,3. Posteriormente las células se incubaron a 37°C durante 4 h con
1.600 uL medio sin Suero Fetal Bovino (FBS) y resazurina 10% (v / v), empleando asi la
metodologia fluorométrica fundamentada en la reduccion del colorante Resazurina para
la valoracién de la citotoxicidad. (Escobar, Rivera y Aristizabal, 2010) (Parra y Aristizabal,
2011).

Luego se leyo por fluorometria la formacién de resorufina (producto de la reduccioén de la
resazurina por las células viables), empleando un filtro de excitacién de longitud de onda

de 535nm y un filtro de emisién de 595 nm en un lector de placas TECAN GENios.

Se calcularon los porcentajes de supervivencia relativa y se construyeron curvas de
porcentaje de supervivencia en funcion del logaritmo de la concentracion. Se
determinaron las concentraciones letales CL30, CL50 Y CL70 para cada una de las 5

lineas celulares. (Figura 3-1).

Se hizo un Anadlisis de Varianza (ANOVA) mediante el programa estadistico R (3.2.0,
2015) para corroborar si habia diferencias significativas entre los valores de las 3

concentraciones letales (CL), en las 5 lineas celulares evaluadas.

Hipodtesis nula (Hp): los valores de las concentraciones son estadisticamente iguales en

las lineas celular evaluadas.

Hipdtesis alterna (H;): que asume diferencias estadisticas en los valores de las

concentraciones en las diferentes lineas celulares tratadas con PsQ.

Al existir diferencias estadisticamente significativas, el andlisis de varianza se
complementd con un test estadistico de Tukey para encontrar la mejor concentracion en

la mejor linea celular determindndose por la mayor sensibilidad a PsQ.
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Figura 3-1. Determinacion de la actividad citotoxica concentracion letal (CL) de PsQ
sobre un panel de lineas celulares. 5 lineas celulares a las cuales se les calcularon la CL
30, 50, 70. La linea celular con mejor respuesta fue evaluada usando resazurina para
corroborar la concentracion inhibitoria.
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3.3. Extraccion de ARN y ensayo de expresion

La linea celular en la cual se detectdé mayor actividad citotoxica fue seleccionada para
llevar a cabo los experimentos de expresion diferencial, evaluando las condiciones,
tratadas con PsQ y sin tratamiento (control). Cada condicidn estuvo representada por 4

réplicas biolégicas con 2 réplicas técnicas (Figura 3-2).

La extraccion de ARN se realiz6 6 horas después de cada tratamiento. La extraccion se
realizé usando el kit de purificacion por columnas Quick-RNA MniPrep (Zymo Research,
Irvine) a través de 3 etapas de acuerdo con las instrucciones del fabricante: 1) lisis de la
muestra 2) limpieza de la muestra y eliminacion de gDNA y 3) Purificacion del ARN.

Después del procedimiento de extraccibn de los acidos nucleicos obtenidos, se
disolvieron en un buffer TE o tampén libre de RNasa y se cuantificaron mediante
fluorometria usando un equipo Qubit® kit de Invitrogen para tener una medida mas

confiable de la concentraciéon de ARN y se evalud la pureza de las muestras con el
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espectrofotbmetro NanoDrop; teniendo en cuenta que las preparaciones puras de RNA
poseen una relacion A260 /A280 de 2.0. (Tabla 3-1).

Figura 3-2. Disefio experimental del ensayo de expresion. 2 estados celulares, tratadas
con PsQ y no tratadas. 1 tiempo de exposicion (6h) a concentracion CL50 de PsQ. Se
usaron para cada estado celular 4 réplicas biol6gicas con su respectiva replica técnica.
La expresion fue evaluada utilizando 8 arreglos contrastando tratamientos

|:13&[l-:l | Cxlracoon de HNA e MIE“-UEHEQ 2
— — ) . . 2
ol —, L — e T | T
# [— | —, —— *ﬁ. - a| s J""'
e '——-[E[ . —
@5 % Fem| e
| ]
SRRRY L WY
____ BHoras — —
= . 4 . e . —; _
Tratamignty [ 2, L En el —
¥ —— e " 1[ — ! T * ff'm' _"“T \ 1\.
| P [ | 4 4 :
At N [ERJET)

Adicionalmente se evalué la integridad del RNA total, procedente de los modelos
celulares utilizando el Kit Bioanalyzer RNA 6000 Nano Assay y el Bioanalyzer Agilent, los
cuales nos ayudaron a comprobar que la muestras son aptas para los estudios de
expresion diferencial porque el analisis arrojo valores de calidad en todas las muestras
en el rango de 8.4 a 10.0, teniendo presente que la escala RIN (RNA Integrity Number,

por sus siglas en ingles) es de 1 a 10.

Posteriormente las muestras se enviaron al servicio de hibridacién para el analisis de

microarreglos. “Expresion diferencial con la tecnologia Agilent”.
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Tabla 3-1. Evaluacion de pureza ARN arrojados por el NanoDrop.

|Sample 0 Username |Date and TirNucleic AcidUnt lzs0  |A780 260280 |Sample TyplFacor

E1 Tratar an Fanio Ariatize 2462013 1 8157 ngid .3 952 214 RNA 4
E1" TralaieiFanio Aisbze 24062013 11 2624 ngil 1156 5605 205 R4A 4
£1 Corio PiFaoio Anstze 2462013 11 2745 ngl E.Gr4 3226 213 RNA 10
E1* Conire PFadio Anshz: 2452013 11 937 4 ng'l 3436 5,24 213 JHA L
£ 2 Tratar = Fainin Aristze 4082013 1 208E ng/d T3 5205 22 ANA 40
£2' TralarvieiFadio Arstzi 24062013 11 2957 ng'l 7.4 3503 212 RNA 40
£2 Cantr P!Fadio Anstzi 2452013 1 2054 ng' 12635 2837 215 YA 4
£2 Conlro PFadio Anstze 24TH2013 41 38 ng 10,73 2172 203 ~4A 10
£3 Tralam = Fabio Atz 241082013 4 341 B ngil g 8 £0C3 213 RNA 40
£3 TretamieiFanio Arisbz: 24062013 11 571 ngid 12178 5872 207 RHA 4
£3 Carto PiFadio Anstzi 24TH2013 41 3% gl £ £ 085 o4 A 10
EJ Conire PFadio Anshz: 24TR2013 41 2693 ng'l 1.7 5637 <03 RHA el
£ Tratam = Fanio Anstz: 4062013 4 287 € ng/ul 11639 5683 208 AUA 40
E&" Trdt arriesFabio Aristz: 247052013 0 292 ng/l 7407 3368 218 RUA 40
£2 Contro PiFadio Ansbz: 24062013 11 £54 ngl 1051 a052 <09 R4A 4
& Confro PFadio Anstz: 24T02013 11 2723 ng' E&7 31e 213 R4A 0

3.4 Ensayos de microarreglos y analisis de datos

Los perfiles de expresion génica se midieron utilizando Agilent SurePrint G3 Humano
Microarray GE V2, las 4 repeticiones bioldégica con sus 2 repeticiones técnica se
contrastaron en un total de 8 matrices. (Anexo A). Este experimento consiste en un
disefio experimental directo con una serie de réplicas biolégicas en cada arreglo, se
compara la misma fuente de ARN de células MDA MB-231 tratada y no tratado como
repeticiones técnicas para compensar posibles fallas de la tecnologia, y por esta razén se

considera un analisis estadisticamente robusto.

Los datos obtenidos del servicio de microarreglos se procesaron usando Bioconductor en
el entorno R, libreria Limma (Smyth, 2004). Bioconductor es una plataforma que utiliza el
lenguaje de programacion estadistica de cddigo abierto R, que proporciona herramientas
para el analisis y comprension de los datos gendmicos de alto rendimiento. (Tomado de:
http://bioconductor.org/). Limma es un paquete que fue desarrollado para proporcionar un
flujo de trabajo (pipeline) para el analisis de datos de microarreglos de expresién génica,
principalmente  centrado en la plataforma de Agilent. (Tomado de:

http://lwww.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/agilp.html).
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Previo al analisis de los datos se realiz6 pre-procesamiento de los datos con el animo de
disminuir los errores experimentales que se pudieran tener (Anexo B), para lo cual se
llev6 a cabo una correccion de ruido de fondo (“background”) empleando el método
Normexp (Ritchie et al., 2007), luego un proceso de normalizacion en el arreglo utilizando
el método de Loess (Smyth y Speed, 2003), seguida por un proceso de Sumarizacion
utilizando el método de promedios (Matthew et al., 2007); y con el fin de normalizar los
valores para cada matriz se emple6 el método Aquantile, siendo esta ultima una
normalizacion entre los arreglos para garantizar que las intensidades medias de todas las
matrices tuvieran las mismas distribuciones empiricas. (Anexo C) (Yang y Thome, 2003).
(Figura 3-3).

Posteriormente, a fin de identificar los genes diferencialmente expresados se utilizé un
modelo lineal elaborando una matriz para experimentos de dos colores con una
aproximacion de correlaciones de réplicas técnicas (Smyth, Michaud, y Scott, 2005)

basado en la perspectiva previa de disefio experimental.

Para evaluar las implicaciones funcionales de PsQ sobre la linea celular en prueba, se
realizé un estudio de enriquecimiento utilizando las anotaciones de Ontologias Génicas
(GO) de los genes diferencialmente expresados, usando un algoritmo de aglomeracion
gue sigue una funcidn hipergeométrica con correccion Benjamini-Hochberg sobre la
matriz de las anotaciones GO. Este analisis de enriquecimiento fue hecha con ClueGo
(Bindea et al., 2009) un plugin de Cytoscape v. 3.1 (Saito et al., 2012). (Figura 3-3).

Para ayudar en el andlisis e interpretacion de las implicaciones funcionales, los genes
diferencialmente expresados fueron contextualizados en sus redes metabdlicas usando
PathVisio.
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Figura 3-3.

Identificacion de genes diferenciales y su implicacién biolégica.

Procesos de correccion, normalizacion y sumarizacion de los datos para determinar
genes diferencialmente expresados del tratamiento con respecto al control. Posterior
agrupacién de dichos genes en funcion de su actividad biolégica anotada en su Ontologia

(GO).
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4. Resultados y discusion

Los efectos antitumorales de Pseudopterosina Q (PsQ), se evaluaron inicialmente
mediante pruebas de actividad citotoxica de inhibicién de crecimiento en cinco lineas
celulares de cancer: H292 (céncer de pulmén), MDA-MB231 (cancer de mama), HelLa
(cancer cervical), HEp2 (cancer de laringe), y PC-3 (cancer de prostata); empleando el

método de resazurina (Escobar, Rivera y Aristizdbal, 2010).

PsQ inhibié el crecimiento celular en todas las lineas celulares, es decir, produjo una
detencion de los procesos de divisidn celular; sin embargo, se identificd a la linea celular
de cancer de seno o mama MDA-MB231 como aquella cuyo crecimiento fue inhibido con
la menor concentracion de PsQ, comprobado con los resultados arrojados por el analisis
de varianza (F2,8=8.239, p=0.0111) y el test de Tukey; lo que implica que dicha linea
celular es més sensible que las otras (Tabla 4-1). Esta caracteristica hizo que MDA MB-

231 fuera elegida para el ensayo de la expresién diferencial.

Tabla 4-1. Medidas de la actividad citotoxica para cada linea celular a través de la
concentracion letal (CL) CL30, CL50 y los valores de CL70 concentracion de PsQ (uM)
necesaria para reducir la poblacion celular en un 30%, 50% y 70% respecto a las

células control no tratadas, respectivamente).

Lineas Celulares CL30 CL50 CL70
MDA-MB231 3.38 5.17 7.92
H292 4.30 5.30 6.53
HelLa 7.44 8.10 8.83
HEp2 6.74 7.34 8.01

PC-3 17.66 17.94 18.23
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Haciendo referencia a la Tabla 4-1, se puede apreciar que la CL50 y su elecciéon de
acuerdo con la ANOVA, comprueba que si existen diferencias entre las 3
concentraciones letales CL30, CL70 Y CL50, se obtiene un F=8.239 y grados de libertad
de 2,8 yun p = 0.0111 que es menor a él alfa (a) de 0.05, por eso se rechaza la hipétesis

nula de igualdad y se acepta la alternativa. (F2, 8 = 8.239, p = 0.0111).

Aplicando la prueba pos hoc de Tukey para ver las diferencias especificas que existen
entre las concentraciones, se observa que hay diferencias significativas en los valores de
las concentraciones CL 70 y CL 30 y no existen diferencias significativas entre la CL70 Y
CL 50y entre la CL 50 Y CL30. (Grafica 4-1).

Gréfica 4-1. Diferencias significativas entre concentraciones CL30, CL50 y CL70.
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También existen diferencias entre las lineas celulares con un p=2.24e-07 que quiere
decir 0.000000224 que es menor a un alfa igual a 0.05. (Grafica 4-2).

Grafica 4-2. Diferencias entre lineas celulares para eleccion MDA-MB231 para ensayo

expresion diferencial.
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Las menores concentraciones fueron tanto en MDA-MB231 como en H292, siendo sus
valores de la concentracion estadisticamente iguales, por lo tanto se puede considerar
valido emplear cualquiera de las dos lineas celulares por ser las mas sensibles, asi se
optd de manera aleatoria por usar la linea MDA-MB231. El modelo tiene un R2 = 0.9853
cuya relacion es fuerte. El modelo explica un 98.5% de las diferencias y tiene un 95% de

Nivel de Confianza y un alfa de 0.05 (1 - alfa ) = 95% confianza.

PsQ produce muerte celular en todas las lineas celulares, es decir, produjo una
disminucion de la poblacién celular; sin embargo, se identificé a la linea celular de cancer
de seno o mama MDA-MB231 como una de las mas sensibles dado que a la menor
concentracion de PsQ, reduce la poblacion celular de manera significativa, comprobado

con los resultados arrojados por el analisis de varianza y dada la diferencia por el test de
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Tukey determinando a 5.17 uM como la concentracion a emplear, resultados que
determinan la mejor eleccién para la linea celular de cancer de mama MDA-MB231 para

los estudios siguientes de expresion diferencial.

4.1 Analisis de microarreglos de expresion diferencial

Mediante un microarreglo de ARN se identificaron las implicaciones funcionales y
citotoxicas de PsQ sobre la linea celular MDA-MB231 a través de la comparacion de los
perfiles de expresion de células tratadas con PsQ (concentracidon letal CL50 de PsQ
durante 6 h) con respecto a células sin tratamiento. Se analizaron los perfiles de
expresion de 50.599 transcritos, de los cuales 3.400 genes tenian un perfil de expresion
diferencial estadisticamente significativo de las células tratadas en relacion con el control
(células no tratadas), de estos 1.544 (3% del total de genes) mostraron un nivel de
expresion menor al control (represion) y 1856 (4% del total de genes) un nivel de

expresion mayor al control (sobreexpresion). (Grafica 4-3).

El microarreglo de expresion génica empleado, dio como resultado una lista de genes
con expresion diferencial, esta lista permitié un andlisis de la actividad funcional génica,
gue se explicara a continuacion, y sirvio como estrategia para aproximarse al analisis de
rutas metabolicas implicadas teniendo en cuenta los niveles de expresién respecto a la

célula MDA-MB231 control sin tratamiento.



28 Analisis de los cambios en la expresién génica inducidos por el
tratamiento con pseudoterosina en la linea celular de cancer de mama MDA-MB231

Gréfica 4-3. Porcentaje genes impactados por el compuesto de origen marino.

Porcentaje genes impactados por la actividad
citotoxica del compuesto PsQ.
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4.2 Implicaciones actividad funcional biologica de PsQ

4.2.1 Estudio de enriquecimiento GO

El andlisis de enriquecimiento por GO muestra que el funcionamiento celular en
respuesta al tratamiento con PsQ relaciona procesos biolégicos tales como el incremento
en la actividad transcripcional, sintesis de proteinas, proliferacion y diferenciacién celular,

migracion, supervivencia y procesos apoptoticos celulares (Grafica 4-4).

De acuerdo al andlisis de enriquecimiento se obtuvieron como principales grupos
funcionales: actividad transcripcional y sintesis de proteinas, activacion de transduccion
de sefales intracelulares, activacion de la respuesta inmune, inhibicion actividad
apoptética, y represion de la actividad quinasa. Enseguida se detallaran cada una de los

5 grupos funcionales analizados.
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Grafica 4 - 4. Agrupacion de genes con expresion diferencialmente alta o baja con respecto al
control, en funcién de su actividad biologica en su Ontologia (GO) con un rol clave en procesos
biolégicos.
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» Actividad transcripcional y sintesis de proteinas

Como se observa en la grafica 4-4, hay alrededor de 100 genes sobreexpresados que se
relacionan con procesamiento de mRNA lo que sugiere que el tratamiento con PsQ
induce el incremento en la actividad de procesos transcripcionales y traduccionales, para
soportar este hecho se destacan los genes sobreexpresados de la familia elFs (elF-4A1,
elF-4A2 y elF-4E), factores de traduccion identificados como activadores de los procesos
de sintesis de proteinas por su participacion en el reclutamiento de la subunidad 40S en
el proceso de iniciacién de la traducciéon (De Benedetti y Graff, 2004; Spriggs, Bushell y
Willis et al., 2010). Cambios celulares en el ARN y en la sintesis de proteinas han sido
descritos como parte de una respuesta celular a sefiales de estrés (Spriggs, Bushell y
Willis et al., 2010; Fulda et al., 2010; Lopez et al.,, 2014), evento que es claramente
generado por PsQ; para una célula es vital efectuar cambios rapidos en los niveles de
proteina en cualquier respuesta al estrés; los mRNAs que codifican para algunas
proteinas de respuesta al estrés deben ser capaces de evadir la represion global de la
traduccion (Spriggs, Bushell y Willis et al., 2010), proceso de evasion que se cree ocurre,

al encontrar genes de la familia Receptor like Proteins (RLPs) sobreexpresados.
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Los RLPs codifican proteinas ribosomales organizadas en pequefias y grandes
subunidades ribosémicas 40S - 60S y otras proteinas que se sintetizan en el nlcleo y se
exportan al citoplasma a través de los poros nucleares, que segun Bee et al., (2006)
funcionan como chaperonas del ARN durante la traduccién, coordinando la interaccion
entre los ribosomas y el ARN. Lépez et al., (2014), afirman que en efecto hay procesos
de traduccion activos en células MDA MB-231 expuestas al tratamiento, como respuesta
al estrés celular generado por PsQ, correlacionandose en el presente estudio, con la
sobreexpresion de 27 genes que hacen parte de la familia de proteinas ribosomales
RLPs.

= Activacion de transduccion de sefiales intracelulares

Se sabe que 61 genes estan activando la actividad funcional de transduccion de sefiales
intracelulares (Grafica 4-4), sin embargo se determiné que los genes con nivel de
expresion alta que hacen parte de esta categoria, también estan relacionados con:
proliferacion, diferenciacion celular y citoesqueleto, supervivencia, motilidad e invasion
celular; el visualizador de redes de anotacion de agrupamientos funcionales Cytoscape,
emplea el plugin ClueGO, herramientas bioinforméaticas que descifran tales
agrupamientos funcionales biolégicos. La activacion de transduccion de sefiales
intracelulares, generado por GO, se analiz6 teniendo en cuenta los genes que
compartian rutas metabolicas, informacion proporcionada por el analisis con PathVisio.
(Bindea et al., 2009) (Kristensen et al., 2014) (Goode et al., 2014).

En los genes sobreexpresados involucrados en diferenciacién celular y citoesqueleto
estdn NRAS; FGF4; FGF17; PDGFA; PDGFB; GNA12; BCAR1; ACTB; ACTA; ACTN1; y
SMADS3. De éstos, NRAS aparece vinculado segun Takashima y Faller (2013), con
proliferacion y supervivencia y FGF4; FGF17 reportados como potentes inductores de
angiogénesis (Katoh, 2008). En el recambio en el nivel estructural de respuesta al
citotéxico PsQ, la célula sufre procesos de transformacion celular. Probablemente los
altos niveles de expresion de PDGFA y PDGFB manifiestan crecimiento de células
tumorales como también lo reporta Heldin, (2013); GNA12 ha sido reportado por Chia,

Kumari, y Casey (2014) como factor de secrecion que promueve la invasion celular.

BCAR1 y la familia actina ACTs codifican proteinas altamente conservadas que

intervienen en la motilidad, estructura e integridad celular y han sido estudiados en
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expresion diferencial de lineas celulares de cancer de seno MDA-MB231 (Li et al., 2012);
el estudio de Konstantinovsky, Davidson, y Reich (2012), sugiere para BCAR1 que esta
involucrado en la progresién del cancer favoreciendo la sefalizacién para la invasion de
células cancerosas; las proteinas alfa actina (codificada por ACTA) son constituyentes
principales del aparato contractil, beta actina (codificada por ACTB), esta involucrada en
la regulaciéon de la motilidad celular. ACTN1 esta relacionado con alta incidencia en
metastasis. Guo et al., (2013) y Walker et al., (2010), plantean que SMAD3 codifica una
proteina reguladora en la via de sefializacion de factores de crecimiento beta y puede

contribuir a incrementar el riesgo de cancer de mama.

La ruta de sefalizaciéon ID esta activa con altos niveles de expresion. Las proteinas Id
(Id1-1d4) promueven el crecimiento o proliferacion celular, inhiben la diferenciacion, y
juegan un papel critico en el desarrollo del cancer, evidencias soportadas por trabajos de

Sikder, Devlin, Dunlap, Ryu, y Alani, (2003) y Perk, lavarone, y Benezra, (2005).

De acuerdo a los genes anteriormente descritos se comprueba que al exponer células
MDA-MB231 con el compuesto citotoxico PsQ durante seis horas a una concentracion
5.17 uM, bajo las condiciones in vitro, las células activan genes involucrados en
transduccién de sefiales intracelulares, principalmente de proteccion celular, relacionados
a su vez con mecanismos de crecimiento celular, y también con un tipo de muerte celular

gue mas adelante se describira.

* Represion de la actividad quinasa

PI3K y Akt son genes relacionados con diferenciacion y supervivencia celular. PI3K esta
relacionado con la via de sefializacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa, se sabe que resulta
crucial en numerosos aspectos del crecimiento y la supervivencia celular segun estudios
realizados por Pinzén, Serrano, y Sanabria (2009). La Akt tiene mudltiples blancos,
responsables de los efectos de la activacion anormal de la via que conduce a una
respuesta proliferativa y antiapoptotica que se relaciona con el desarrollo de multiples
tipos de cancer (Pinzon, Serrano, y Sanabria 2009). De otra parte en estudios que
emplearon la linea celular MDA-MB231 se determind que Akt es importante en invasion,
migracion, movilidad represiéon del proceso apoptético, alta expresidon de genes
antiapoptéticos y metastasis celular en céancer (Jiang et al.,, 2008). A pesar de lo

anteriormente expuesto, los genes PI3K y AKT en el presente estudio, no tuvieron una
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expresion diferencial. Los resultados sefialan que 40 genes activadores de esta ruta
metabdlica tales como ARFGAP3, ASNS, ATF3, ATF4, CREB3L4 tienen niveles de

expresion mas bajos que el control.

= Activacion de la respuesta Inmune
Dentro de los 61 genes que activan la transduccion de sefiales intracelulares (Gréfica 4-
4), se encuentran los genes TLR4; TLR5, y MYD88 con alto nivel de expresion,

relacionados como activadores de respuesta inmune.

Takeda y Akira (2004), sefialan que los TLRs juegan un papel importante en la activacion
de inmunidad innata por el reconocimiento de segmentos de compuestos microbianos.
McClure y Massari (2014), afirman que compuestos microbianos tales como
lipopolisacaridos bacterianos (LPS) se presentan cuando se trata de un complejo con
moléculas lipido proteina de union (LBP). En este estudio se observaron altos niveles de
expresion para los genes TLR5, TLR4 que median la expresién de citoquinas y
guemoquinas ademas de factores de necrosis a través de rutas quinasas. MyD88 es

esencial en la induccién de citoquinas inflamatorias disparadas por los TLRs.

Mydlarz, Jacobs, Boehnlein, y Kerr (2003) demuestran que la produccién de
pseudopterosina esta asociada a simbiontes dinoflagelados y que este hallazgo tiene
importantes implicaciones farmacologicas en la respuesta inmune a nivel celular; se
sugiere que comunidades bacterianas también producen PsQ, generando reconocimiento
celular de respuesta inmune debido a su exposicidén en células MDA-MB231. En efecto,
podria haber reaccion basal de inmunidad innata celular como respuesta al tratamiento y
qgue no determinan una relacion clara con lo reportado por Rodriguez (et al., 2004), sobre
mecanismos de accién de la actividad antiinflamatoria de las pseudopterosinas al
bloquear la liberacion de eicosanoides, moléculas de caracter lipidico con funciones de

procesos inflamatorios y de respuesta inmune, sin interrumpir la biosintesis.

» |nhibicién actividad apoptética. (Antiapoptéticos)

Dentro de los 53 genes reprimidos (Gréfica 4-4) hacen parte c-Fos, c-Jun, IL6, MYC y
EGR1; genes con bajo nivel de expresion involucrados en procesos antiapoptoticos.
Bossis et al., (2005) reporta que los genes c-Fos y c-Jun son componentes de una

proteina activa reguladora, el complejo de transcripcién AP-1 importante en procesos de
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activacion de muerte celular programada por apoptosis como respuesta a estrés en
células cancerigenas, éste hecho sugiere que probablemente no hay muerte celular por
apoptosis en los resultados de éste trabajo, debido a que el complejo de transcripcion
AP-1 esta reprimido. Resultados también respaldados por el bajo nivel de expresion del
gen MYC en este estudio, y al contrastarlos con estudios de amplificacion de este gen en
metastasis de cancer de mama donde concluyeron que en las células en las que se
activa especialmente la expresion de MYC independientemente de factores de
crecimiento, no pueden entrar en Go, y si entran en Go cuando se les proporciona la
proteina myc, abandonaran Go y empezaran a dividirse incluso en ausencia de factores
de crecimiento, lo cual las llevard a apoptosis (Chandriani et al., 2009), resultados
también apoyados por Singhi et al., (2012), quien resalta que no existe un consenso claro
acerca de si la amplificacion de MYC se asocia siempre con la sobreexpresion de su

producto protéico.

En cuanto al gen EGR1 Calogero et al., (2001), afirma que es un inductor muy temprano
en el proceso apoptoético sin embargo, estudios previos han mostrado que EGR-1 es
reprimido en varias clases de neoplasias, sugiriendo un rol como gen supresor tumoral;
se ha encontrado que EGR-1 esta disminuido o es indetectable en tumores de pequefas
células humanas de seno y pulmén (Calogero et al., 2001), resultados que son
confirmados en éste trabajo puesto que la expresion de EGR1 esta disminuida en células
MDA MB-231 tratadas con PsQ mientras en MDA MB231 no tratadas su expresion es

alta y probablemente su muerte celular podria estar guiada por procesos apoptéticos.

Para el gen IL6, Oh et al., (2011), afirma que estimula la proliferacion e invasion de
células cancerigenas al seno. Segun Young Han Lee, (2014), los genes FOS, JUN, MYC,
EGR-1 e IL6 todos ellos hacen parte de ruta metabdlica de genes antiapoptéticos, son
genes que se relacionan con multiples tipos de cancer y son factores de transcripcion de
respuesta temprana de células sometidas a estrés. Por lo tanto los resultados sugieren
que a las 6 horas de exposicion con PsQ, las células reprimen los genes de respuesta
temprana luego este tiempo en la dindmica celular no es de respuesta temprana debido a
que los anteriores factores de transcripcion de genes proliferativos y antiapoptéticos

presentan un nivel de expresion bajo. (Yung Lee, 2014).
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Los niveles de expresion diferencial bajo de los genes FOS, JUN, MYC, EGRL1 e IL6, por
accion de la actividad citotoxica de PsQ, inhiben la maquinaria apoptética y actuaria
como estimulos que impulsa el mecanismo de muerte celular por necrosis. (Fulda et al.,
2010), concluyen que muchos estimulos que impulsan la necrosis pueden inhibir la
maquinaria apoptética. Otra prueba adicional que podrian indicar muerte celular
programada por necrosis son los niveles de expresion altos de genes reguladores de
necrosis TNFRSF10A y TNFRSF10D, como también la sobre expresion de reguladores
negativos de apoptosis y proliferacion TGFB1 y TGFB2. Adicionalmente los niveles de
expresion del gen CASP8, que regula negativamente procesos necroticos, son mas bajos
que el control sin tratamiento y CASP1 no presenta expresion diferencial siendo este
ultimo relacionado con pyroptosis (Vanlangenakker, Vanden, y Vandenabeele, 2012). Se
ha reportado necrosis en células cancerigenas expuestas a agentes alquilantes que
dafian el ADN. (Fulda et al., 2010).

El microarreglo de expresion génica empleado, dio como resultado una lista de genes
con expresion diferencial, esta lista permitié un analisis de la actividad funcional génica y
una estrategia que arrojé una aproximacién de rutas metabdlicas implicadas teniendo en
cuenta los niveles de expresion respecto a la célula MDA-MB231 control sin tratamiento.
Ahora bien, con el andlisis de la expresion diferencial se generaron las bases para
futuros estudios que empleen mayor nimero de tiempos de exposicion de PsQ en células
MDA-MB231 y los eventos moleculares que expliqguen la citotoxicidad tanto en linea
celular como en sus controles; por el momento, en este trabajo se ha generado una
vision amplia desde la biologia de sistemas de las razones que mas adelante explicaran
por qué MDA-MB231 requiere menor concentracion de PsQ para matar mayor numero de

células.

A partir de los resultados obtenidos con el microarreglo se sabe que todos los
mecanismos de proteccién celular en respuesta al estrés generado por PsQ, se
relacionan con supervivencia, diferenciacion, crecimiento, movilidad y migracion celular y
represion del proceso apoptotico. No obstante, el resultado celular final al tratamiento con
PsQ es la muerte celular, los resultados mostraron que desde la perspectiva genética la
célula no estd presentando una respuesta temprana debido a que los niveles de

expresion de genes tales como FOS, JUN, MYC, EGR1 e IL6 (genes de respuesta
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temprana) estan con nivel de expresién bajos. Adicionalmente los genes relacionados

con apoptosis estan reprimidos, lo que implica que no hay muerte celular por apoptosis.

De acuerdo a los resultados de ésta investigacion, se presume que la muerte celular esta
llevada a cabo por necrosis, evento que se soporta debido a la estimulacion del
crecimiento celular llevada a cabo por TLR, genes que se muestran activados, luego la
actividad serina treonina quinasa esta activa, mientras que genes involucrados en
procesos apoptéticos estan reprimidos como caspasa (CASP10). IL1IR2 es un gene
regulador de IL-1 (gen de respuesta inmune); en nuestros datos IL1R2 esta con un nivel
de expresion alto es decir no estd respondiendo a eventos inmunicidad con lo que se
puede inferir que la célula no estd generando respuesta temprana, no se puede
demostrar que la célula tenga respuesta tardia pero si afirmar que la respuesta no es

temprana.

Con el presente trabajo de investigacion y de acuerdo con el andlisis de la expresion
diferencial, se tiene en este estudid las bases para futuros investigaciones que empleen
mayor nimero de tiempos de exposicion de PsQ en células MDA-MB231 que empleen
microarreglos de expresion génica con sondas especificas de genes involucrados en la
actividad de respuesta a estrés celular, para explicar los eventos moleculares de
citotoxicidad tanto en la linea celular de cancer como células normales adyacentes al
tumor mamario y en controles sin tratamiento; por el momento, en este trabajo se ha
generado una visidbn amplia desde la biologia de sistemas de las razones que mas
adelante explicaran por qué MDA-MB231 requiere menor concentracion de PsQ para

matar mayor numero de células.



5. Conclusiones

Se muestras y establecen las condiciones de cultivo necesarias empleadas en la
investigacion, guiada bajo metodologias descritas por otros autores, para asi
determinar que la linea celular de cancer de mama MDA-MB231 es la mas
susceptible al citotoxico PsQ y por tanto la mas adecuada para realizar los

estudios de expresion diferencial in-vitro.

El andlisis diferencial de los perfiles de expresibon molecular a nivel
transcriptomico, en la linea celular MDA-MB231, permitio identificar 3.400 genes
impactados por la actividad citotoxica del compuesto de origen marino PsQ, de
estos 1.544 (3% del total de genes) mostraron un nivel de expresibn menor al
control sin tratamiento (represion) y 1856 (4% del total de genes) un nivel de

expresion mayor al control sin tratamiento (sobreexpresion).

El microarreglo de expresion génica empleado, dio como resultado una lista de
genes con expresion diferencial, esta lista permiti6 un andlisis de la actividad
funcional génica y una estrategia que arroj0 una aproximacion de rutas
metabdlicas implicadas teniendo en cuenta los niveles de expresion respecto a la

célula MDA-MB231 control sin tratamiento.

Se concluye que todos los mecanismos de proteccion celular en respuesta al
estrés generado por PsQ, se relacionan con supervivencia, diferenciacion,
crecimiento, movilidad, migracién celular y represién del proceso apoptético. No
se soportan evidencias de repuesta temprana pero si evidencias de muerte

celular por procesos de necrosis.
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A. ANEXO: Disposicion de muestras cDNA
en cada uno de los 8 arreglos del slide o

porta. Una linea celular (MDA-MB231) por 1 concentracion del compuesto PSQ,

por 2 tratamientos (Células expuestas al compuesto “Tratamiento PsQ” Vs. Células No
Tratadas “control”), por 2 réplicas técnicas 6 duplicados (Ej. E1 y E1*) por 4 réplicas
biol6gicas realizadas en diferentes dias (E1E1* hasta E4E4*).
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B. ANEXO: Grafica de valores
Intensidad verde y roja, previo a

correccion de ruido de fondo

(“background™).
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B. Anexo: Gréfica de valores de intensidad verde y roja, previo a la correccion de ruido de fondo
(“background”).
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C. Anexo: Gréfica Buena calidad de los datos, reproducibilidad estadistica microarreglo de
expresion génica Agilent. 48

C. ANEXO: Grafica Buena calidad de los
datos, reproducibilidad estadistica
microarreglo de expresion génica Agilent.

Valores intensidades medias de las 8 matrices con las mismas distribuciones empiricas
después del proceso de normalizacion en el arreglo utilizando el método de Loess,
seguido por un proceso de sumarizacion utlizando el método de promedios y
normalizacién entre arreglos con el método Aquantile.
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