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Resumen

El cancer es un conjunto de enfermedades causadas por el desarrollo y division sin
control de células anormales. El cancer de mama es uno de los tipos de cancer que mas
afectan a la poblacion, estando entre los 5 tipos de cancer que mas defunciones causan
cada afio. Aun quedan muchas incognitas sobre la division celular descontrolada
caracteristica de los procesos tumorales; diversas investigaciones han demostrado que
la sobreexpresion de los distintos tipos de canales iGnicos esta asociada a muchas
enfermedades, entre ellas el cancer. Los canales iGnicos son conductos proteicos en la
membrana, los cuales controlan el flujo de iones a través de la célula. Estos regulan
diversos procesos vitales que se llevan a cabo en el organismo, y cuando hay una
disfuncion causan distintas patologias. Estudios previos han mostrado que los canales
i6nicos pueden tener una influencia en la aparicién de la metastasis del cancer de mama.
Dentro de los canales que se han descrito que estan sobreexpresados en el cancer de
mama, se encuentran los canales de sodio. Trabajos de investigacion enfocados en el
estudio de los canales iénicos podrian dar la pauta para determinar los factores que
causan la sobreexpresion de éstos en las células tumorales, asi como establecer la
relacién entre el incremento del potencial maligno de las células cancerigenas con la
expresion de los canales y la proliferacion descontrolada de las mismas. Los canales
ibnicos podrian ayudar al descubrimiento de nuevas estrategias terapéuticas
complementarias, y considerarlos como biomarcadores tumorales. En la presente
investigacion se estudio el efecto de flecainida en procesos de migracién y viabilidad de
la linea celular MDA-MB-231, en los cuales flecainida detuvo la migracién celular y
disminuyé significativamente el crecimiento celular en la linea celular asociada al cancer
de mama triple negativo. En este trabajo se propone que la flecainida inhibe estos
procesos celulares en las células tumorales debido a su interaccién con canales de sodio

sobreexpresados en la linea celular MDA-MB-231.



Abstract

Cancer is a disease caused by the uncontrolled development and division of abnormal
cells. Breast cancer is one of the types of cancer that most affect the population, being
among the 5 types of cancer that cause the most deaths each year. There are still many
unknowns about the uncontrolled cell division characteristic of tumor processes, various
investigations have shown that the overexpression of the different types of ion channels
is associated with many diseases, including cancer. lon channels are protein channels in
the membrane, which control the flow of ions through the cell. These regulate various vital
processes that are carried out in the body, and when there is a dysfunction of these, they
bring negative consequences. Previous studies have shown that ion channels can
influence breast cancer metastasis, some of them being sodium and potassium channels.
Research projects focused on the study of ion channels could determine the factors that
cause the overexpression of these in tumor cells, as well as establish the relationship
between the increase in the malignant potential of cancer cells with the overexpression
of the channels and proliferation uncontrolled of them. In this way, the use of ion channel
blockers has been proposed to reduce cell migration of tumor cells, in addition to
considering them as essential molecular targets in complementary therapy regulating
uncontrolled cell division. In the present investigation, the effect of flecainide as a blocker
on migration processes and on the viability of MDA-MB-231 cell lines was studied, in
which flecainide stopped cell migration and significantly decreased cell growth in the triple
negative breast cancer cell line. A possible relationship was developed between the
cellular processes of migration and cell viability associated with the expression of ion

channels in tumor cell lines.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Cancer

Nuestro organismo estd constituido por un conjunto de 6rganos, que a su vez estan
formados por células. Estas crecen y se dividen de forma regular con el fin de reemplazar
a las ya envejecidas o muertas; manteniendo asi la integridad y el correcto
funcionamiento de los distintos érganos. El nucleo de la célula contiene la informacion
genética necesaria para hacer que la célula realice sus funciones vitales. Los genes se
aseguran de que la célula crezca y haga copias (se reproduzca) en una forma controlada,
por lo que los genes son necesarios para mantener el cuerpo sano. De vez en cuando
suceden errores en la replicacion del ADN durante la divisién celular; esto se llama
mutacion, y significa que un gen ha sido dafiado, se ha perdido o se ha copiado
demasiadas veces (Gilchrist, 2023). Cuando la mutacion afecta a los genes que controlan
la proliferacion celular, las células se convierten en células cancerigenas, alterando la
homeostasis celular y del cuerpo humano debido a su comportamiento anormal
(O’Connor et al., 2014).

Un tumor (también llamado neoplasia) es una masa anormal de células en el cuerpo, y
es causado por células que se dividen mas de lo normal o debido a la alteracién de los
procesos apoptoticos (Patel, 2020). Un tumor formado por estas células anormales
puede permanecer dentro del tejido en el que se origind (cancer in situ) o puede
comenzar a invadir los tejidos cercanos (cancer invasivo) (National Institutes of Health,
2007). El cancer invasivo (o los tumores malignos) pueden propagarse a sitios distantes
mediante el sistema sanguineo o linfatico. Esta propagacion recibe el nombre de

metastasis, y esta puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo (Patel, 2020).

1.1.2 Céancer de mama

Las mamas son 6rganos glandulares que son muy sensibles a los cambios hormonales
en el cuerpo, y en ellas también pueden surgir células cancerigenas. Las mamas son
conformadas por tejido adiposo, y usualmente las mamas femeninas tienen mayor

cantidad de tejido glandular que las masculinas. Los senos femeninos contienen de 12 a
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20 I6bulos que se dividen en l6bulos mas pequefios, y estos se conectan a través de
conductos lacteos (Figura 1). El tejido adiposo de la mama esté inervado por una red de
nervios, vasos sanguineos, vasos linfaticos, ganglios linfaticos y también esta compuesto
por tejido conjuntivo fibroso y ligamentos (Akram et al., 2017). El cancer de mama puede
iniciar en las células del revestimiento (epitelio) de los conductos (85%) o lobulillos (15%)
del tejido glandular de las mamas. Inicialmente, el tumor canceroso se limita al conducto
o Iébulo (in situ), donde generalmente no causa sintomas y tiene un potencial minimo de
diseminacion (metastasis) (World Health Organization, 2021), pero si la proliferacion

continua, este tumor puede llegar a realizar metastasis en otros 6rganos.
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Figura 1. Anatomia de la glandula mamaria (Tomada de Tarupi, 2021).

El cancer de mama es la segunda causa principal de muerte asociada al cancer entre
las mujeres en todo el mundo, y constituye el 25% de todos los canceres y el 12% de las
muertes asociadas al cancer (Kothari et al., 2020). En 2020 se reportaron mas de 2,2
millones de casos de cancer de mama, haciendo a este el tipo de cancer con mayor

incidencia a nivel mundial (OMS, 2021). Es una enfermedad heterogénea compuesta por



diferentes subtipos moleculares, con caracteristicas histopatologicas y biomoleculares

peculiares (Lastraioli, 2020).

Existen diversos factores de riesgo del cancer de mama, y se clasifican en dos grupos:
factores genéticos y no genéticos. El factor genético es cualquier mutacion genética que
tiene un individuo que causa cancer de mama. Estas mutaciones ocurren en el gen BRCA
(BRCA1 y BRCAZ2). El gen BRCAL es un gen supresor de tumores involucrado en la
reparacion y recombinacion de dafios en el ADN, el punto de control del ciclo celular, la
apoptosis y la regulacion transcripcional. Algunos estudios mostraron que las células
portadoras de la mutacion BRCAL tenian mas probabilidades de tener cancer de mama
ER negativo/PR negativo (Chen et al., 2018). El gen BRCA2 fue descubierto como el
segundo gen que predispone al cancer de mama. El gen BRCA2 en células sanas
garantizaria la estabilidad de las células del ADN y el crecimiento celular controlado. Las
mutaciones de la linea germinal BRCA2 se observan en aproximadamente el 35% de las
familias con cancer de mama de inicio temprano en las mujeres, y causan un mayor
riesgo de cancer de ovario en las mujeres, y cancer de mama en los hombres (Mehrgou
& Akouchekian, 2016).

Los factores no genéticos pueden influir en la apariciébn del cancer de mama, como la
razay el origen étnico, la radioterapia toracica, los antecedentes familiares de cancer de
mama y muchos mas (Feng et al., 2018), pero la principal razén aducida para la aparicion

del cancer de mama son las mutaciones genéticas.

El cancer de mama se puede clasificar en diferentes subtipos segun el tamafio del tumor,
la gradacién, el tipo histolégico, la estadificacién de la metastasis, etc. (Tsang & Tse,
2019). Los marcadores tumorales ayudan a clasificar el tipo de cancer de mama. Un
marcador tumoral es un indicador bioquimico que se encuentra en la sangre, la orina o
los tejidos corporales que puede estar elevado por la presencia de uno o mas tipos de
cancer (Kabel, 2017). Ademas de categorizar el cancer de mama, existen varias ventajas
de usar marcadores tumorales, como lo son la deteccién temprana del cancer, ayuda en
el diagnéstico, determina la respuesta a la terapia, indicador pronéstico de la progresion

de la enfermedad y puede indicar el periodo de seguimiento de la recaida (Nagpal et al.,
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2016) por lo tanto, es importante identificar a los marcadores tumorales del cancer de

mama.

Se han encontrado tres marcadores moleculares manifestados en la patogénesis del

cancer de mama:

e El receptor de estrégeno es uno de los marcadores tumorales exitosos en el cancer
de mama. La sefalizacion del receptor de estrogeno (RE) representa el principal
impulsor del crecimiento tumoral y la supervivencia en el cancer de mama con
receptor hormonal positivo (Pagliuca et al., 2022)

e El receptor de progesterona celular (PR) media la accion de la progesterona. La
progesterona es fundamental para el desarrollo de las glandulas mamarias. Una
relacion de expresion alterada de PRA y PRB es ampliamente aceptada como un
evento temprano en el desarrollo del cancer de mama (Pu et al., 2022).

e El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/ErbB2) es un
receptor tirosina quinasa codificado por el oncogén HER2 ubicado en el cromosoma
17912 (Liwski et al., 2022).

Basandose en los biomarcadores, el cadncer de mama se clasifica en 3 subtipos
principales: receptor hormonal positivo/HER2 negativo (70% de los pacientes), HER2
positivo (15% - 20%) y triple negativo (15%) (Waks & Winer, 2019). Este trabajo se

enfocara en el caAncer de mama triple negativo.

1.1.3 Cancer de mama triple negativo

El cancer triple negativo es un subtipo de cancer de mama. Representa
aproximadamente del 15-20% de todos los nuevos diagnésticos de cancer de mama, y
representa el 5% de todas las muertes anuales relacionadas con el cancer (Won &
Spruck, 2020). El cancer de mama triple negativo se diferencia de los otros subtipos
porque no expresa el receptor de estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR), o el

factor epidérmico de crecimiento humano 2 (HER2) (Yin et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de los receptores asociados al cancer de mama. Diferencia de la expresion de
los receptores hormonales (marcadores tumorales) que se han identificado en una célula de cancer de

mama y en una célula de cancer de mama triple negativo (Modificado de Jaber, 2021).

El cancer triple negativo se caracteriza por ser mas agresivo que los otros subtipos de
cancer de mama. Este subtipo de cancer se caracteriza por tener una heterogénesis
significativa, mal prondstico, alta invasividad, alto potencial metastasico y propensién a
larecaida (Yin et al., 2020). Las caracteristicas histopatologicas de los tumores de cancer
de mama triple negativo incluyen un alto grado nuclear, incremento en la actividad
mitética y una tasa acelerada de proliferacion. Un porcentaje pequefio de los tumores de
cancer de mama triple negativo han mostrado caracteristicas de bajo grado, es decir,
que las células de cancer se parecen a las células de tejido normales (Jitariu et al., 2017).
Ademas, el cancer triple negativo realiza la metastasis a las visceras (lo cual tiene peor
prognosis) en contraste de otros subtipos, los cuales se diseminan mayormente a los
huesos. Por lo tanto, el tiempo promedio de recaida es mas corto (de 4 a 6 afios) y la
supervivencia general tiene peor prondstico para las pacientes con cancer de mama triple
negativo en comparaciéon con otros canceres de mama. Se ha reportado que estos tipos
de tumores tienden a ser mas comunes en mujeres menores a 40 afos, de raza
africanoamericana o hispana, o que presentan una mutacion en el gen BRCAL (gen en

el cromosoma 17) (Lee & Djamgoz, 2018).
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Varios grupos de investigacion categorizan el cancer de mama triple negativo en
diferentes clasificaciones moleculares. Basandose en la expresion de los genes y usando
microdiseccion por captura laser y cuantificacion histopatologica, se han definido cuatro
subtipos de cancer de mama triple negativo: tipo basal (BL) 1, BL2, mesenquimal (M) y
receptor de androgenos luminal (LAR) (Masuda et al., 2022). Aproximadamente el 80%
de los subtipos de cancer triple negativo son de tipo basal (Temian et al., 2018). El cancer
de mama tipo basal son los tumores que sobreexpresan los marcadores de cytokeratina
CK5/6 y 17, y el factor de crecimiento epidérmico 1 (HER1), al igual que expresan
negatividad hacia los receptores de estrégeno (ER), progesterona (PR) y al factor de
crecimiento epidérmico 2 (HER2) (Eskiler et al., 2018). El andlisis de perfiles de expresion
génica a menudo clasifica el cancer triple negativo como un subtipo de cancer de mama
de tipo basal. Aproximadamente el 56% de los perfiles de expresion génica del cancer
de mama triple negativo y del cancer de mama de tipo basal se superponen. La relacion
de superposicion puede llegar al 60-90% entre triple negativo y basal, en comparacion
con solo el 11.5% entre los subtipos que no son triple negativo y el basal (Yin et al.,
2020). A pesar de las similitudes, el cancer de mama triple negativo y el cancer de mama
basal no son lo mismo, ya que al cancer triple negativo no expresan los marcadores de
cytokeratina CK5/6 y 17 (Badve et al., 2010), por lo que el cancer de mama triple negativo

no puede ser tratado como un subtipo basal.

Hay varias opciones para tratar al cancer de mama, como la terapia hormonal o el
tratamiento con trastuzumab (para subtipo HER2) (De Ruijter et al., 2011), pero debido
a la falta de receptores las opciones de tratamiento para el cancer triple negativo son
limitadas. El tratamiento principal utilizado para este subtipo de céncer es la
guimioterapia (tanto en etapas iniciales como avanzadas del cancer triple negativo); la
otra opcion es la mastectomia. A pesar de que estos tratamientos han sido aprobados y
son empleados, aproximadamente el 80% de los pacientes con cancer de mama triple
negativo muestran una respuesta incompleta a la quimioterapia convencional, la
reincidencia de la enfermedad y la formacion de metastasis después de cirugia
(Senigagliesi et al., 2022). Se ha descrito, que una vez que se diagnostica el cancer triple
negativo, los pacientes desarrollan una mayor tendencia a la metéstasis distante y una

recurrencia local de su tumor primario. Hasta la fecha, ninguna de las organizaciones
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reguladoras de medicamentos como la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (FDA) o la Agencia de Medicinas Europeas (EMA) han aprobado una

terapia fiable y eficaz para el cancer de mama triple negativo (Fatima et al., 2022).

Un gran problema en el cancer triple negativo, ademas de la falta de sitios receptores,
es el desarrollo de quimioresistencia (Medina et al., 2020). La quimiorresistencia es la
capacidad de las células cancerosas para evadir o hacer frente a la presencia de
tratamientos. Se han descubierto muchos mecanismos moleculares de como las células
cancerigenas promueven su propia supervivencia, y evitan la apoptosis en respuesta a
los quimioterapéuticos de uso comun (Yeldag et al., 2018). Es por la quimioresistencia
gue varias investigaciones se han enfocado en terapias neoadyuvantes (el tratamiento
dado antes del tratamiento principal para reducir el tumor) para el cancer triple negativo,
sin embargo, este ultimo continua con un mal prondstico (Bergin & Loi, 2019). Un ejemplo
de la busqueda de tratamientos neoadyuvantes fue en la investigacion de Yin et al.,
(2020), en la cual se emple6 bevacizumab, un farmaco antiangiogénico utilizado para
tratar diferentes canceres, en combinacion con farmacos quimioterapéuticos para tratar
el cancer de mama triple negativo, sin embargo, se reporté que el tiempo de

supervivencia de los pacientes no aumentaba significativamente (Yin et al., 2020).

A pesar de no encontrar un tratamiento efectivo, la investigacion y la busqueda de nuevos
tratamientos es pertinente para asi obtener un resultado que mejore el pronéstico del
paciente. Por lo tanto, es urgente encontrar una diana terapéutica novedosa y eficaz.
Dado que la alteracion de los canales idnicos y los transportadores en las células
mamarias normales puede afectar el crecimiento celular, dando como resultado el
desarrollo y la progresion del cancer triple negativo, los canales ionicos y los
transportadores pueden ser nuevos objetivos terapéuticos prometedores para el cancer
de mama triple negativo (Lu et al., 2020).

1.1.4 Canales idnicos

Los canales i6nicos son complejos de proteinas de membrana que permiten la
conduccion iénica entre el medio extracelular e intracelular (Haworth & Brackenbury,

2019). Su funcién es el transporte de iones a través de la membrana plasmatica para
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regular el potencial de la membrana celular (potencial generado por la diferencia entre
cargas entre el exterior e interior de la célula); también juegan un papel esencial en la
comunicacion neuronal, la conduccién nerviosa y la contraccidon muscular (Rosendo-
Pineda et al., 2020).

Los canales controlan el flujo pasivo de iones a través de la membrana plasmatica
mediante el cambio entre estados conformacionales cerrados y abiertos. Los canales
pueden ser activados en respuesta a sefiales quimicas o mecanicas. La eficacia del
proceso de activacion y la cinética de la inactivacion o desensibilizacion posterior estan
reguladas por mecanismos intracelulares (Di Resta & Becchetti, 2010). Los canales
iGnicos poseen cierta especificidad, lo que significa que generalmente solo permiten que
un tipo de ion pase a través de ellos. Los aminoacidos que recubren un canal y el ancho
fisico del canal determinan qué iones pueden moverse desde el exterior de la célula hacia

su interior, y viceversa (Rosendo-Pineda et al., 2020).

En cuanto a su estructura (Figura 3), existen tres dominios funcionales significativos de

todos los canales i6nicos:

e Poro conductor: una via acuosa para iones con un filtro de selectividad estrecho
gue distingue entre los iones que pasan y los iones que no lo hacen.

e Compuertas: una parte del canal que puede abrir y cerrar el poro conductor.

e Sensores: detectores de estimulos que responden a cambios de potencial eléctrico
o sefiales quimicas. Los sensores se acoplan a las puertas del canal para controlar

la probabilidad de que se abran o cierren (Hille, 2008).
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Figura 3. Esquema de la subunidad formadora del poro de un canal idnico. Representacion de los sitios
gue participan en la formacién del poro del canal, en el sensor de voltaje y en las compuertas de apertura

y cierre del canal.

Los canales idnicos se pueden clasificar segun su activacion, es decir, el tipo de estimulo
responsable de su apertura y cierre (Shad et al., 2018). Se dividen en:

e Canales ionicos dependientes de voltaje: conducen iones de acuerdo con el gradiente
electroquimico, cuando se abren por voltaje. El potencial transmembrana controla el
flujo de iones (por lo menos controla una de las puertas del canal). Con frecuencia
son selectivos solamente a un tipo de ion, por lo tanto, son selectivamente
permeables a los iones de sodio, potasio, calcio o de cloro (Loussouarn & Tarek,
2021).

e Canales iénicos dependientes de ligando: se abren por la unién de un ligando, como
una hormona o un neurotransmisor (Barker et al., 2017). Se componen de dos
componentes clave: un dominio de unién a ligando accesible desde la superficie
celular y un dominio transmembrana que contiene un canal. La union del ligando a la
superficie exofacial del receptor genera un cambio conformacional que da como
resultado la apertura de un poro, lo que permite que iones especificos viajen a traves

del canal a través de la membrana plasméatica (Melmed et al., 2019).
1.1.5 Canales dependientes de voltaje

Los canales ionicos dependientes de voltaje son la familia de canales i6bnicos mas grande

y mas extensamente estudiada. Poseen caracteristicas estructurales modulares, como
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dominios de deteccion de voltaje (sensor de voltaje) que rodean y forman conexiones
mecanicas con los dominios formadores del poro. Tales caracteristicas estan
intimamente relacionadas con su funcién de deteccion y respuesta a cambios en el

potencial de membrana (Zhang et al., 2018).

Se caracterizan por responder rapidamente a los cambios en el potencial de membrana,
lo que da como resultado una conductancia idnica selectiva. La familia de canales
dependientes de voltaje incluye canales de potasio dependientes de voltaje (Kv), canales
de calcio (Cav), canales de cloro (CIC) y canales de sodio (Nav) (Moran et al., 2015). Los
canales dependientes de voltaje constan de cuatro subunidades, cada una de las cuales
contiene dos dominios principales: los dominios transmembrana S1 a S4 que constituyen
un sensor de voltaje, y los dominios transmembrana S5 a S6 (y el bucle de reentrada

gue los conecta) que forman el poro permeable a los iones (Zhang et al., 2018).

Los canales io6nicos dependientes de voltaje desempefian un amplio espectro de
procesos fisioldgicos, incluyendo la contraccidén muscular, el sistema nervioso y el ritmo
cardiaco (Li et al., 2019). Sin embargo, cuando los canales iénicos tienen defectos, ya
sea por genética o factores adquiridos, empiezan a afectar los procesos que llevan a
cabo, desarrollando asi canalopatias. Las canalopatias se refieren a trastornos
resultantes del funcionamiento defectuoso de los canales ibnicos e incluyen trastornos
neurolégicos, cardiovasculares y musculares (Liang & Nishino, 2020). Aunque la
definicion de canalopatias difiera de la relacion entre el mal funcionamiento de los
canales y el cancer, este ultimo se sigue clasificando como canalopatia. Esto se debe a
gue, con la disfuncién del canal, la oncogénesis progresa a fenotipo de cancer cada vez

mas agresivo (Prevarskaya et al., 2018).

Los canales i6nicos dependientes de voltaje participan en diversos procesos como son:
el mantenimiento de la osmolaridad celular, la generacion y matenimiento del potencial
de membrana, la invasion celular, la transduccion de seiales, la actividad transcripcional
y la progresion del ciclo celular. Se ha reportado que la sobreexpresion de ellos puede
conducir a la progresion tumoral y la metastasis en células de cancer (Capatina et al.,
2020). El cancer se clasifica como una canalopatia, y por la relacion que se ha hecho

entre el cancery su progresion con los canales idnicos, estos ultimos se han considerado
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como posibles marcadores tumorales o dianas terapéuticas. Se han reportado un niamero
creciente de datos experimentales y clinicos, los cuales respaldan la idea de que los
canales i6nicos pueden desempefiar un papel importante en la contribucion de
caracteristicas distintivas en el cancer de mama. Las acciones en las que se han
involucrado la participacion de los canales i6nicos dependientes de voltaje en las células
de cancer son las siguientes: mantener la sefializacion proliferativa, permitir la replicacion
sin control, evadir los supresores del crecimiento, resistir la muerte celular, activar la

invasion y la metastasis, y evadir la inmunodestruccion (Dowd et al., 2017).

Teniendo en cuenta el papel fundamental que desempefian los canales ionicos
dependientes de voltaje en la progresion del cancer, especialmente en el cancer de
mama, estos pueden ser considerados objetivos potenciales en la investigacién para el
desarrollo de terapias eficaces. Los canales no solo pueden servir como marcadores
tumorales, sino que también representan una prometedora via terapéutica para abordar
las caracteristicas distintivas de esta enfermedad. Es por ello la importancia de seguir
investigando el papel funcional de los canales i6nicos en el desarrollo y progresion de
esta patologia, que permitan mejorar las estrategias de detencion, diagndstico oportuno

y un tratamiento mas efectivo que evite el desarrollo de metastasis tumoral.

1.1.6 Canales de sodio

Los canales de sodio activados por voltaje (Nav) son proteinas integrales de membrana
gue cambian su conformacion en respuesta a cambios de voltaje despolarizantes del
potencial de membrana, permitiendo la apertura del canal y con ello la conduccién de
iones sodio a favor de su gradiente electroquimico (hacia el interior de la célula), iniciando
la fase de despolarizacion del potencial de accién. Como resultado, los canales de sodio
son fundamentales para la conduccién nerviosa, la contraccion del musculo esquelético

y cardiaco, la secrecion, y la neurotransmision (Lenaeus et al., 2017).

La estructura de los canales de sodio dependientes de voltaje consiste en una subunidad
a formadora de poros a través de la cual pasara el ion sodio y una o dos subunidades 3
(Figura 4).
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e Subunidades a: Las subunidades a estan formadas por cuatro dominios
transmembrana, y cada dominio consta de seis segmentos. El componente sensorial
de voltaje esta en el cuarto segmento de cada dominio a.

e Subunidades [: los genes SCN1B-SCN4B codifican cinco subunidades J
identificadas. Si bien la subunidad 8 no tiene un poro de canal de sodio, es importante
para regular la excitabilidad al modular la localizacion, activacion y cinética del poro

en la subunidad a adyacente (Hernandez & Richards, 2022).

Subunidad B Subunidad B
NH,

Medio
extracelular

¢ Medio

intracelular

Poro / COOH COOH
Inactivacion

Sensor de voltaje

Sitio de fosforilacion

Figura 4. Estructura de un canal de sodio dependiente de voltaje (Modificado de Mao et al., 2019).

En cuanto a la nomenclatura de los canales de sodio, se ha adoptado el siguiente
sistema, el cual se ha basado en un sistema numérico para definir subfamilias y subtipos
basados en similitudes entre las secuencias de aminoacidos de los canales. En este
sistema de nomenclatura, el nombre de un canal individual consiste en el simbolo
guimico del ion permeador principal (Na) con el regulador fisiolégico principal (voltaje)
indicado como un subindice (Nav). El nUmero que sigue al subindice indica la subfamilia
de genes (actualmente solo Nav1l), y el nUmero que sigue al punto completo identifica la
isoforma del canal especifico (por ejemplo, Nav1.1). Este ultimo numero se ha asignado
segun el orden aproximado en el que se identificé cada gen. Las variantes de empalme
de cada miembro de la familia se identifican con letras minUsculas después de los

numeros (por ejemplo, Nav1.1?) (Catterall et al., 2019).

Existen compuestos quimicos que pueden bloquear los canales idnicos, y asi alterar la

actividad de ellos. Para comprender como pueden afectar a los canales de sodio, es util
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considerar que los canales de sodio se encuentran en uno de tres estados o
configuraciones basicas. Por lo general, los canales de sodio se encuentran en un estado
de reposo o “cerrado” en neuronas o células musculares que estan en reposo (con un
potencial de membrana de aproximadamente -60 a -80 mV). Los canales de sodio
cerrados no conducen iones de sodio, pero estan listos para ser activados o “abiertos”
cuando son estimulados por la despolarizacion de la membrana. En el estado abierto,
los canales de sodio activados por voltaje o dependientes de voltaje se abren,
permitiendo el flujo de iones hacia el interior de la célula, despolarizandola y generando
la fase ascendente del potencial de accion en células excitables; sin embargo, la mayoria
de los canales de sodio transitan rapidamente al estado "inactivo" a potenciales
despolarizados. En el estado inactivado, el poro del canal de sodio esta ocluido,
bloqueando asi el flujo de iones de sodio y contribuyendo a la terminacion de la fase

despolarizante del potencial de accion (Cummins & Waxman, 2005).

El andlisis de distintos tejidos tumorales ha mostrado que la concentracion intrinseca de
iones de sodio es significativamente mayor que en la de los tejidos normales, y esto se
ha relacionado con la formacién de tumores. Al regular la motilidad celular y la produccion
de enzimas proteoliticas, los canales de sodio cumplen una funcion reguladora crucial
en las actividades celulares, incluidas la metastasis y la angiogénesis. Por ejemplo, se
ha observado que una disfuncion en la subunidad formadora del poro del canal, la
subunidad Nav1.5 puede inducir a que las células cancerosas tengan un comportamiento
altamente agresivo. Los inhibidores del canal Navl.5 han demostrado efectos
beneficiosos en el tratamiento de varios canceres, incluidos los de prostata, linfoma,
mesotelioma y cancer de cuello uterino. De esta manera, se les ha relacionado con la
regulacién del proceso cancerigeno, que incluye la proliferacion celular y la invasividad.
Sin embargo, no se conoce el mecanismo molecular implicado en el proceso antitumoral
con la sobreexpresion y la modulaciéon de la actividad de los canales Nav en las células
tumorales, lo que refleja la necesidad de continuar llevando a cabo investigaciones
exhaustivas y ensayos pertinentes que permitan dilucidar los procesos celulares
relacionados con la sobreexpresiéon de los canales iénicos y el desarrollo del cancer. (Li
et al., 2019).
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Se ha reconocido la presencia de canales de sodio en células no excitables como las
células cancerosas y se ha demostrado que su sobreexpresion esta asociada con el
comportamiento metastasico en una variedad de canceres humanos. La isoforma
neonatal del subtipo canal de sodio dependiente de voltaje, Navl.5 (nNavl.5) se
sobreexpresa en la linea celular de cancer de mama triple negativo, MDA-MB-231 (Dutta
et al., 2018). De la misma manera, la isoforma adulta (Nav1.5) se ha reportado expresada
en cancer metastasico de mama, como lo es el de la linea MDA-MB-231 (Rajaratinam et
al., 2021). La activacion y expresion anormales de Nav1.5 desencadenan una variedad
de mecanismos celulares, incluido el cambio del flujo de salida de H*, la promocién de la
transicion epitelial a mesenquimatosa (EMT) y la expresién de cisteina catepsina, para
potenciar la metastasis y la invasividad de las células de cancer de mama in vitro e in
vivo (Luo et al., 2020). Sin embargo, aun no se tiene ninguan tratamiento para inhibir los

canales sobreexpresados en el cancer de mama triple negativo.

1.1.7 Bloqueadores e inhibidores

La sobreexpresion de canales ionicos se ha relacionado con la quimiorresistencia, la
proliferacion y migracion de las células cancerosas (Haworth & Brackenbury, 2019; Luo
et al., 2020; Onkal et al., 2019). Estudios preclinicos han demostrado que los farmacos
inhibidores y blogueadores de canales pueden reducir el crecimiento tumoral, la invasion
y la metéastasis (Buyan et al., 2021). EI mecanismo de accion propuesto de estos
farmacos en general es la union al canal y asi prevenir el flujo de corriente ionica. La
activaciéon, el mecanismo que controla la apertura y el cierre de los canales i6nicos,
puede verse profundamente influenciado por los farmacos que bloquean los canales
(Phillips et al., 2020).

En los canales de sodio, se han utilizado diversos farmacos para controlar la apertura y
cierre de los canales como lo son la lidocaina o la propafenona (Kelly, 2021; Kirchhof,
2014). Los farmacos que han llegado a actuar como inhibidores o blogueadores se
encuentran entre los grupos de antiarritmicos, la anestesia local o anticonvulsionantes
(Buyan et al., 2021).
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A pesar de que distintos grupos de farmacos afectan a los canales de sodio, su

mecanismo de bloqueo o inhibicién es diferente:

e Los anestésicos locales inhiben los impulsos eléctricos interfiriendo selectivamente
con los canales de sodio y bloqueando el flujo de iones de sodio en la membrana
celular (la cual es necesaria para el rapido ascenso del potencial de accion)
(Brummelhuis et al., 2021).

e Los antiepilépticos actian como farmacos no selectivos, se unen y estabilizan
preferentemente los canales en el estado inactivado no conductor, o también actian
sobre el estado de activacion lenta de estos canales. Con esto bloquean el estado
de inactivacion rapida de los canales de sodio, y con ello, el flujo de iones. (Nguyen
et al., 2019).

e Los antiarritmicos de clase | (blogueadores de canales de sodio) a pesar de
pertenecer al mismo grupo, se ha reportado que pueden afectar distintos estados del
canal de sodio, por ejemplo, la quinidina se une al canal en su estado activado e
inactivado (Z. Li et al., 2021), ranolazina se une al canal en su estado activado. Lo
gue se ha descubierto es que, los farmacos tienden a afectar la region del filtro de
selectividad del canal en los dominios Ill y IV, y esto ha demostrado afectar

significativamente la inactivacion lenta de los canales de Nav (Pal et al., 2021).

En un estudio realizado por Li et al. (2018), estudios clinicos retrospectivos sugieren que
el uso de anestesia conduce a mejores resultados para los pacientes con cancer. Los
estudios de laboratorio han informado que las células de cancer de mama son inhibidas
por algunos anestésicos locales en concentraciones milimolares (R. Li et al., 2018). Uno
de los anestésicos locales que ha llamado la atencion por sus efectos con células
cancerosas es lidocaina. Este farmaco es una aminoetilamida sintética la cual estabiliza
la membrana neuronal al unirse e inhibir los canales de sodio dependientes de voltaje, lo
gue inhibe los flujos ibnicos necesarios para el inicio y la conduccion de los impulsos, y
produce anestesia local (National Center for Biotechnology Information, 2022). Se usa
clinicamente para inhibir las sensaciones de dolor. La administracion sistémica de
lidocaina tiene efectos antinociceptivos, antiarritmicos, antiinflamatorios vy

antitrombdéticos (Karnina et al., 2021).
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Puesto que los anestésicos locales afectan los canales de sodio, se han realizado
pruebas con lidocaina en varias lineas celulares de cancer de mama, incluida la linea
MDA-MB-231. Chamaraux et al. (2018) reportan que lidocaina tiene un efecto inhibitorio
significativo sobre los procesos de migracion y viabilidad de las células de cancer triple
negativo. Y que la linea MDA-MB-231 es mas sensible a la lidocaina en comparacion
con otras lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y SK-BR-3), y esto fue reflejado
en pruebas de viabilidad y en el crecimiento independiente del anclaje en agar blando de
células MDA-MB-231. En la prueba de viabilidad lidocaina afecto a la linea de cancer de
mama triple negativo a una concentracion de 0.5 mM, y en la prueba de crecimiento
independiente del anclaje se observo un decremento en la formacion de colonias de la
linea MDA-MB-231 dependiente de la concentracion de lidocaina (100 uM, 500 uM y
1mM). También se report6 que la lidocaina inhibié la migracion de las células epiteliales
de mama del tumor de cancer de mama triple negativo a una concentracién de 100 uM,
con un porcentaje de cierre de 10% (24 h) y de 30% (48h). En este trabajo, se demuestra
gue la lidocaina posee un efecto selectivo sobre la linea celular tumoral en comparacion
la linea celular epitelial de mama normal (100 uM de lidocaina no afecto6 la migracion de

las células epiteliales de mama normales) (Chamaraux-Tran et al., 2018).

Enfocandose en los canales i6nicos, la lidocaina es conocida por inhibir los canales de
sodio y la linea MDA-MB-231 tiene una sobreexpresion de estos canales, por lo que se
ha estudiado el efecto de este farmaco en los canales de sodio de la linea celular. Elajnaf
et al. (2018) report6 que lidocaina tiene un efecto inhibitorio dependiente de
concentracion sobre los canales adultos y neonatales de Navl.5, los cuales estan
sobreexpresados en la linea MDA-MB-231. (Elajnaf et al., 2018).

Otro farmaco que se ha utilizado para regular la sobreexpresion de los canales i6nicos
en las células cardiacas es la flecainida. Es un agente antiarritmico con actividad
estabilizadora de membrana, es decir, restaura la permeabilidad de la membrana, lo que
permite el transporte i6nico normal (Houang et al., 2019). La flecainida bloquea a los
canales de sodio cardiacos dependientes del voltaje, lo que provoca la inhibicion de la
corriente de entrada de sodio maxima transitoria (Ina) (Echt & Ruskin, 2020). Para el

tratamiento de arritmias, flecainida inhibe a los canales de sodio de miocardio (afectando
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en el proceso a las corrientes de Ca?* y K*) (Li et al., 2022), de los cuales Nav1.5 es la
principal subunidad a formadora de poros que se encuentra en las células del corazén.
La isoforma Navl.5 es una proteina transmembrana que media principalmente en la
corriente cardiaca de Na* (Ina) en las células cardiacas (O’ Brien et al., 2022). En el
cancer de mama triple negativo la expresion de proteinas y ARNm de la subunidad a
Nav1.5 se correlaciona con el potencial metastasico, y la variante de empalme SCN5A
neonatal se expresa mas en las células metastasicas MDA-MB-231 que en otras células
débilmente metastasicas (Song & Shou, 2012). A pesar del conocimiento del mecanismo
de accién de flecainida en cardiomiocitos, poco se sabe sobre su efecto directo en lineas

celulares asociadas al cancer.
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1.2 Planteamiento del problema

El término de cancer designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo; también se habla de tumores malignos o neoplasias
malignas. El cancer es una de las causas principales de muerte en todo el mundo: casi
10 millones de fallecimientos en 2020 (OMS, 2022).

El cAncer de mama es un tipo de cancer que inicia cuando las células comienzan a crecer
sin control en la mama. Las células cancerosas de mama generalmente forman un tumor
gue a menudo se puede ver en una radiografia o se siente como un bulto (The American
Cancer Society, 2019).

En 2020, hubo 2,3 millones de mujeres diagnosticadas con cancer de mama y 685,000
muertes en todo el mundo. A finales de 2020, habia 7,8 millones de mujeres vivas a las
gue se les diagnostic6 cancer de mama en los ultimos 5 afios, lo que lo convierte en el

cancer mas prevalente en el mundo (OMS, 2021).

En octubre de 2021, el INEGI publicé la estadistica de cAncer de mama en México. En
2020 fallecieron 97 323 personas por tumores malignos, de los cuales 7,880 fueron por
tumores malignos de mama, lo que equivale a 8% de este total. Debido al cancer de
mama, en 2020 fallecieron 7 821 mujeres y 58 hombres. La tasa més alta de defunciones
de mujeres por cancer de mama se registra en el grupo de edad de 60 afios 0 mas (49.08
por cada 100 mil mujeres de este grupo de edad) (INEGI, 2021).

Un subtipo de cancer de mama es el cancer de mama triple negativo, el cual representa
alrededor del 10 -15% de todos los canceres de mama a nivel mundial. Este se considera
un cancer agresivo porque crece rapidamente, es mas probable que se haya propagado
en el momento en que se detecta, e igualmente es mas probable que regrese después
del tratamiento que otros tipos de cancer de mama. En general, las perspectivas no son
tan buenas como para otros tipos de cancer de mama (The American Cancer Society,
2021). En México, el cancer de mama triple negativo representa del 15 al 23% de todos

los canceres. Sus principales caracteristicas incluyen el hecho de afectar principalmente

25



a pacientes menores de 40 afios, que son negras, latinas o que tienen una mutacién
BRCAL (The American Cancer Society, 2021).

El cancer de mama triple negativo representa un subconjunto distinto de canceres de
mama que exhiben tanto un perfil molecular Unico como un conjunto de factores de
riesgo, un patron agresivo y temprano de metastasis, una falta relativa de dianas
terapéuticas y un pronostico desfavorable en comparacion con otros subtipos de cancer
de mama (Anders & Carey, 2009). Es por ello por lo que aun se requieren alternativas
para lograr tratamientos complementarios eficaces que ayuden a erradicar los tumores y

eviten el proceso de metéstasis de la enfermedad.

Se han realizado innumerables investigaciones y estudios al respecto y, sin embargo,
siguen existiendo muchas incognitas respecto al por qué y el como erradicar o controlar
el cancer de mama triple negativo. Es por ello la importancia de seguir investigando la
aparicion de los distintos procesos tumorales, para un dia llegar a una solucion, y que
este tipo de cancer de mama deje de afectar a tanta poblacién, y en un futuro erradicar
el desarrollo de tumores. En este trabajo se plantea estudiar el efecto citotoxico de
distintos farmacos en una linea celular de cancer de mama, con la finalidad de establecer

nuevas estrategias en la terapia oncogénica.
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1.3 Justificacién

El cancer puede ser causado por diversos factores, incluyendo la exposicion a sustancias
gque causan céancer, ciertos comportamientos, la edad y mutaciones genéticas
heredadas. El estudio de las causas de cancer ayuda a los investigadores a entender el
proceso de la carcinogénesis y a identificar factores de riesgo de cancer genéticos,

ambientales y del comportamiento (National Institute of Cancer, 2021).

El cancer de seno es uno de los tipos de cancer mas comunes en la poblacion femenina.
En América latina, cada afio mas de 462,000 mujeres son diagnosticadas con cancer de
mama, y casi 100,000 mueren a causa de esta enfermedad (OMS, 2021). A nivel
nacional, la tasa de mortalidad por cancer de mama es de 17.19 defunciones por cada
100 mil mujeres de 20 afios o mas (INEGI, 2021).

Aungue en la actualidad el catadlogo de sefiales de identidad del cancer es bastante
amplio, los mas comunes son proliferacion incontrolada, resistencia a la muerte celular
programada (apoptosis), la invasion tisular y metastasis y angiogénesis sostenida. Entre
los genes afectados por el cancer, se encuentran los que codifican los canales idnicos.
Las proteinas de membrana responsables de la sefializacion dentro de la célula y entre
las células, para el acoplamiento de eventos extracelulares con las respuestas
intracelulares y para mantener los canales idnicos de homeostasis idnica intracelular,
contribuyen en diversos grados a las caracteristicas fisiopatol6gicas de cada sello
distintivo del cancer (Prevarskaya et al., 2018), es decir, se puede utilizar el estudio de
los canales i6nicos en el cancer para plantear nuevas estrategias tanto para el

tratamiento del cancer como su deteccion.

Estudios han demostrado un incremento en la expresion de canales de sodio en células
y tejidos de cancer de mama humano metastasico, y que la motilidad direccional celular,
la endocitosis y la invasion es potenciada por la actividad de estos canales idnicos
(Fraser et al., 2005).

En la presente investigacion se plantea estudiar el efecto de bloqueadores e inhibidores

de canales i6nicos y comparar su efecto en procesos de migracion y en la viabilidad de
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lineas celulares asociadas al cdncer de mama. Se pretende establecer una posible
relacion entre los procesos celulares de migracion y viabilidad celular asociados a la

expresion de los canales idnicos en lineas celulares tumorales.

1.4 Hipétesis

La flecainida disminuye significativamente la viabilidad y migracion celular en la linea
celular MDA-MB-231.

1.5 Objetivo

1.5.1 Objetivo general

Caracterizar el efecto de la flecainida sobre la viabilidad y migracién celular en la linea
celular MDA-MB-231.

1.5.2 Objetivos especificos

1.- Analizar el efecto de la flecainida sobre la migracion celular en la linea celular MDA-
MB-231.

2.- Determinar las curvas de crecimiento celular en presencia de flecainida en la linea
celular MDA-MB-231.

3.- Evaluar el efecto de la flecainida sobre la viabilidad celular en la linea celular MDA -
MB-231.
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2. Metodologia
2.1 Cultivo de las lineas celulares:

La linea celular MDA-MB-231 (American Type Culture Collection, USA) se cultivd en
placas con medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 29édium) suplementado con 10%
de suero fetal bovino inactivado (Gibco, USA) y una mezcla de antibiético-antimicotino
2x (200 unidades/mL de penicilina, 200 pg/mL de estreptomicina y 0.50 ug/mL de
anfotericina B (Gibco, USA), manteniéndose a 37°C en una incubadora con atmdésfera
de 5% CO2 — 95% aire. El mantenimiento de la linea celular se llevo a cabo realizando
subcultivos de baja densidad cada 3 — 5 dias. El método de dispersion celular para las
resiembras consistio en aplicar a la monocapa celular: la solucién de composicion medio
PBS + EDTA (Na2 0.5 mM) por 30 segundos, luego aplicar 1.5 ml de tripsina (0.125% p/v
en medio PBS), detener la digestion enzimatica agregando medio DMEM, para luego
centrifugar la suspension celular por 2 min a 2500 rpm. Finalmente, se desechd el

sobrenadante, y el precipitado celular se resuspendié con 3 ml de medio DMEM.

2.2 Ensayo de herida

Para evaluar la migracion celular se utiliz6 el ensayo de cierre de herida, cuyo
procedimiento se detalla a continuacion: las células MDA-MB-231 se resembraron con
alta confluencia 48 horas previas al experimento, una vez alcanzada una confluencia del
90%, se realizaron varias heridas verticales (con una punta de micropipeta) en la
monocapa. Después se realizaron lavados con solucién buffer PBS para eliminar las
células desprendidas, para finalmente agregar nuevo medio DMEM e iniciar el
tratamiento con los distintos farmacos (en distintas concentraciones) afiadiéndolos al
medio. Después de los diferentes tiempos de exposicion de las células al farmaco, se
fotodocumenté la migracion celular cada 24 horas usando un microscopio invertido. Las
células tratadas y no tratadas (control negativo) con el farmaco se incubaron a 37°C con
una atmosfera de 5% de CO2 — 95% aire. Las pruebas se realizaron por triplicado en
cultivos independientes. Las imagenes obtenidas se analizaron con el software ImageJ,
el cual es un programa de procesamiento de imagenes, y mediante un conteo de pixeles,

se obtuvieron los resultados de la migracion celular.
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2.3 Evaluacioén de la viabilidad celular

Para la viabilidad celular, se realiz6 una estandarizacion de ensayos de conteo y
viabilidad celular. Se establecieron los protocolos para realizarlas en condiciones
controladas; para ello se llevdo a cabo el recuento celular utilizando la camara de
Neubauer. Las células se tifieron previamente con una solucion de azul de tripano al 1%
(Gibco, USA), Una vez preparada la muestra, se tomaron 10 uL de la solucién, se agrego
a la camara de neubauer, e inmediatamente se coloc6 en un microscopio para llevar a
cabo el conteo celular. El azul de tripano permeé a las células no viables tifiéndolas de
azul, mientras que las células viables se observaron intactas e incoloras. El conteo
celular de ambos grupos se realizd por separado para obtener el nUmero de células
‘muertas” y “vivas” por muestra. Finalmente, se obtuvo la concentracion de células

viables.

2.4 Plan de analisis de los resultados

Los resultados son expresados como la media £ el error estandar (n = numero de
experimentos). Todos los graficos y andlisis de los datos experimentales se realizaron
con el programa OriginPro (version 8.5) (Origin Lab, 2010). Para evaluar la significancia
estadistica de los resultados obtenidos se utilizé la prueba t de Student para muestras

independientes. Un valor de p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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3. Resultados y discusion

3.1 Resultados

3.1.1 Ensayo de herida

Los efectos de la migracion celular fueron analizados con el ensayo de herida, en el cual

se analizaron varias concentraciones de flecainida.

Primero se estandarizé el proceso del ensayo de cierre de herida. Durante este proceso
se realizaron ensayos en condiciones control para estandarizar la prueba en nuestras
condiciones experimentales, en la Figura 5 se muestra el ensayo de migracion en la linea
celular MDA-MB-231 en condiciones control. Como se puede observar, después de 24

horas de transcurrido el ensayo, las células migraron cerrando la herida por completo.

Figura 5. Ensayo de herida en condiciones control en la linea MDA-MB-231. Se muestran imagenes
representativas (en aumento 5x) del ensayo de herida. (A) Se muestra la herida al inicio del ensayo (0
horas). (B) Herida después de transcurridas 24 horas.

Se utilizé dimetilsulféxido (DMSO) como disolvente de los farmacos empleados en este
trabajo. Por lo tanto, se realizaron los ensayos de migracion en presencia del disolvente,
y se probo la concentracion maxima de DMSO, que se ha reportado que puede ser
utilizada en estos ensayos, 0,5 % (Yuan et al., 2014) en la linea MDA-MB-231.
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Figura 6. Gréfica de cierre de herida en condiciones control y en presencia de DMSO. El porcentaje de
cierre del ensayo de herida se registré después de transcurridas 24 horas de la prueba de migracion, en
condiciones control (n=10) y en presencia de DMSO (n=8) en la linea celular MDA-MB-231.

En la gréfica de la Figura 6 se puede observar el ensayo de migracion en la linea celular
MDA-MB-231 con DMSO al 0.5%. Después de haber transcurrido 24 horas, se observa
gue el DMSO al 0.5% no afecta al cierre de herida, por lo que se fij6 como la

concentracion maxima a utilizar en las pruebas con los farmacos.

Como referencia para observar el comportamiento de un blogqueador de canales de
sodio, se realizdé un ensayo de herida con Lidocaina (3 mM) (Figura 7), en la cual se
observa que después de 24 horas de exposicion al farmaco el proceso de migracion
disminuy6 (p < 0.05). El porcentaje de cierre de herida con lidocaina fue mucho menor
en comparacion con los resultados control; la herida con lidocaina disminuy6 un 52 + 6%.
Esto nos demuestra que los resultados obtenidos bajo nuestras condiciones
experimentales son similares a lo reportado por distintos grupos de estudio, los cuales
reportan una ECso= 3mM de lidocaina en la linea MDA-MB-231 (Li et al., 2018).
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Figura 7. Ensayo de herida en presencia de lidocaina en la linea MDA-MB-231. Imagenes representativas
del ensayo de herida (en aumento 5x) con concentracién de 3 mM de lidocaina. (A) Se muestra la herida
al inicio del ensayo (0 horas). (B) Herida después de la exposicion a la lidocaina por 24 horas.

Posteriormente, se llevaron a cabo las pruebas con flecainida. Se realizé el ensayo de
herida con las concentraciones de 10 uM, 30uM, 100 pM, 300 uM y 400 pM. En la Figura
8 se puede observar el efecto de la flecainida sobre la migracion celular en las células
MDA-MB-231 en condiciones control y después de 24 horas de exposicion a las distintas
concentraciones del farmaco. Se puede apreciar el efecto de la flecainida sobre la
migracioén celular, observandose que la flecainida disminuye el porcentaje de cierre del
ensayo de herida en la linea celular MDA-MB-231 a medida que aumenta la

concentracion del farmaco.

En la Figura 9 se indica el porcentaje de herida en condiciones control y después de la
exposicion a flecainida. Las concentraciones y porcentajes de cierre fueron los
siguientes: 10 uyM (93.9% = 7.4%), 30 uM (99.1% = 0.3%), 100 uyM (72.6% + 4%), 300
MM (56.9% + 8.2%) y 400 pM (39.9% + 3.4%). Los resultados obtenidos fueron a partir
del analisis de los datos obtenidos del ensayo de herida después de transcurridas 24

horas de exposicion al farmaco.

Como se puede apreciar, existe un efecto de disminucion del porcentaje de cierre de
herida dependiente de la concentracion del farmaco; en donde, a mayor concentraciéon
de flecainida, mayor efecto en la migracién de la linea celular MDA-MB-231. Esto se
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demostrd con la diferencia significativa (p < 0.05) que tienen las concentraciones 100
MM, 300 uM y 400 comparandolas con el control.

Tiempo Control 10 uM 30 uM

Oh

24 h

Tiempo

Oh

24 h

Figura 8. Ensayo de herida con diferentes concentraciones de flecainida. Imagenes representativas de
ensayo de herida en la linea celular MDA-MB-231 a las 0 horas (condiciones control) y después de 24
horas de tratar a las células con concentraciones de 10, 30, 100, 300 y 400 uM de flecainida.
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Figura 9. Cierre de herida con diferentes concentraciones de flecainida en la linea MDA-MB-231. Se
realizaron las siguientes condiciones experimentales: control (n=10), 30 uM (n=9), 30 uM (n=6), 100 uM
(n=12), 300 uM (n=9) y 400 uM (n=6), y se midio el porcentaje de cierre de herida después de 24 horas de
transcurrida la prueba. * (p < 0.05).

Después de obtener el porcentaje de cierre con las diferentes concentraciones se realiz
la curva de relacién concentracion-efecto de la flecainida sobre la migracion celular, el
ajuste de los datos permitio el célculo (mediante la ecuacion de Hill) de la ECso, el cual
representa la potencia de un farmaco, expresado como la concentracion a la que el
farmaco ejerce el 50% de su efecto maximo (Keiski, 2017). Se obtuvo que la ECso de
flecainida en la linea MDA-MB-231 es de 351 uM £ 98 (Figura 10).
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Figura 10. Curva de concentracion-efecto de flecainida en la migracion celular. ECso [351 uM] en la linea
MDA-MB-231 en presencia de flecainida utilizando el ensayo de herida donde la exposicién al farmaco fue
24h, mediante el uso de la ecuacién de Hill.

3.1.2 Ensayo de viabilidad

Los efectos de flecainida sobre la viabilidad celular fueron analizados con conteos
celulares utilizando el método de exclusién con azul de tripano al 1%. Con los datos
obtenidos (células viables) se realizaron las curvas de crecimiento de la linea celular
MDA-MB-231 en condiciones control y en presencia de flecainida (300 uM).

En la Figura 11 se observa la grafica del ensayo de viabilidad, la cual nos muestra la
curva de crecimiento de la linea MDA-MB-231 en condiciones control y en presencia de
flecainida. Para la realizacion de este ensayo se utilizé la concentracion de 300 uM de
flecainida y se registraron el nimero de células vivas a las 48 h (n=7), 72 h (n=12), 96 h
(n=9), 120 h (n=3) y 168 h (n=8). Como se puede observar en la Figura 11 existe una
disminucion significativa (p< 0.05) del niumero de células viables después de 72 y 96
horas de exposicion al farmaco. Por ello se puede inferir que flecainida afecta a la
viabilidad celular de la linea MDA-MB-231.

36



1000000 -

Control
Flecainida

ce

900000
800000
700000 ®

600000 —

500000

400000 — il

Numero de células/ml

300000

200000

100000 A % §

0 T T T T T T
48 72 96 120 144 168

Tiempo (h)
Figura 11. Curva de crecimiento de la linea celular MDA-MB-231. Representacion de las curvas de
crecimiento en condiciones control y en presencia de flecainida [300 uM]. Se registraron y graficaron los

resultados de los conteos celulares a las siguientes horas: 48h (n=7), 72h (n=12), 96h (n=10), 120h (n=3)
y 168h (n=8). * (p < 0.05).
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3.2 Discusién

En este trabajo se investigd la inhibicion de la migracion celular y la viabilidad de la linea
celular MDA-MB-231, asociada al cdncer de mama triple negativo, en presencia de
flecainida. El cancer de mama triple negativo se caracteriza por ser un subtipo de cancer
agresivo y con mal prondstico. Los tratamientos mas utilizados son la quimioterapia y la
extirpacion de la mama, y estos no son tratamientos especializados para a este subtipo
de cancer de mama, ademés de que no son totalmente efectivos ya que el cancer triple
negativo tiene una alta tasa de recurrencia y es quimiorresistente (Landry et al., 2022).
Actualmente, no hay terapias dirigidas aprobadas para el cancer de mama triple negativo
(Yin et al., 2020), por lo que es importante continuar con la basqueda de tratamientos
alternos. El estudiar el comportamiento de las células de cancer de mama triple negativo
ayuda a comprender su mecanismo de accion y a descubrir nuevos marcadores
tumorales que contribuyan a proponer nuevos tratamientos que ayuden a mejorar el
pronostico de este subtipo de cancer de mama. En este trabajo se encontré que la
flecainida afecta tanto la viabilidad como la migracion de la linea celular MDA-MB-231, y

este efecto podria deberse a una accion del farmaco sobre los canales de sodio Navl.5.

En afios recientes se han realizado estudios donde observan el efecto de diferentes
farmacos con las células de cancer de mama triple negativo y los canales de sodio. Se
encontraron diversos farmacos que afectaban los canales Nav1.5 en lineas celulares de
cancer de mama triple negativo, por ejemplo, la amilorida (medicamento para la
hipertension), fenitoina (antiarritmico y antiepiléptico), ranolazina (medicamento para la
angina de pecho crénica) (Luo et al., 2020; Spini et al., 2020). Otro grupo de farmacos
gue se han probado con este subtipo de cancer son los anestésicos locales, los cuales
han obtenido resultados que favorecen la inhibicién de los canales Nav1.5. Uno de los
anestésicos locales que han sido probados es lidocaina, la cual ha reportado resultados
donde se inhibian canales de sodio en los ensayos de migracién y viabilidad celular
(Chamaraux-Tran et al., 2018), sin embargo, sus mecanismos de accion en el cancer de
mama triple negativo son inconclusos, por lo que se sigue con la busqueda de farmacos

gue ayuden al tratamiento del cancer triple negativo.
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En este trabajo, se realizaron ensayos de migracion celular y de viabilidad celular, en los
cuales el farmaco a utilizar fue flecainida. Se utilizo lidocaina en el ensayo de migracion
para tener una referencia de cémo actda la inhibicion de la migracion celular y para tener
un punto de comparacion cuando se utilizara la flecainida. En el ensayo de migracion
realizado con lidocaina se encontraron resultados similares a lo previamente
documentado por Li et al. (2018), en el cual reportan que la lidocaina inhibe la viabilidad
y migracion de las células de cancer de mama triple negativo. Al comparar los resultados
obtenidos entre lidocaina y flecainida se observan diferencias significativas entre las
concentraciones utilizadas para ambos farmacos. Para inhibir la migracion de las células
MDA-MB-231 en un 50%, aproximadamente, se necesitd una menor concentracion de
flecainida [300 pM] en comparacién con la concentracion utilizada de lidocaina [3 mM].
En cambio, en el estudio de Yang et al. (2012) donde se experimentd con fenitoina se
obtuvo que inhibia a una menor concentracién [200 uM] la migracion e invasividad de las
células de cancer de mama triple negativo. No obstante, a pesar de que fenitoina requiere
una menor concentracion para inhibir los canales, este farmaco no afecta la viabilidad o
la proliferacion de la linea MDA-MB-231 (Yang et al., 2012) por lo que se puede inferir
que flecainida, a pesar de necesitar una mayor concentracion para afectar la migracion
de la linea MDA-MB-231 en comparacién con fenitoina, afecta de manera significativa la
viabilidad y proliferacion de la linea de cancer de mama triple negativo, ya que flecainida
si afecta la viabilidad de la linea MDA-MB-231. De acuerdo con los resultados
encontrados en este trabajo y comparandolos con los resultados de otros farmacos con
la misma linea celular, se infiere que la flecainida es méas potente inhibiendo la migracion
celular de la linea celular MDA-MB-231 comparandose con los resultados de lidocaina,
y que, en conjunto con los ensayos de viabilidad obtenidos en este trabajo, podria inferir
gue puede estar afectando estos procesos celulares por medio de la inhibicién de los

canales ionicos expresados en la linea celular.

En el ensayo de viabilidad se utilizé la concentracion de 300 uM de flecainida. Se observo
gue hubo una disminucién en el nimero de células/ml de la linea MDA-MB-231 en
presencia de flecainida y que el farmaco afecto la viabilidad en la fase de crecimiento
exponencial de la linea celular. A partir de las 72 horas, se observé una detencién en el

crecimiento celular, y la cantidad de células/ml comenzé6 a disminuir. Este fendmeno
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permite plantear que ademas de inhibir la migracion celular, la flecainida afecta el

crecimiento de las células asociadas al cancer de mama triple negativo.

Se ha propuesto que los canales Navl.5, los cuales se ha descrito estan
sobreexpresados en la linea MDA-MB-231, impulsan el comportamiento invasivo de
migracion del cancer de mama triple negativo (Chamaraux-Tran et al., 2018; Luo et al.,
2020). Una alternativa en la basqueda de tratamientos que disminuyan la invasividad y
con ello metastasis del cancer triple negativo es el estudio de farmacos o metabolitos
gue sean capaces de inhibir el canal Nav1.5, y con ello regular la migracion de las células
asociadas al cancer triple negativo. Flecainida es un farmaco antiarritmico reconocido
por bloquear canales de sodio en células cardiacas (Arunachalam & Alzahrani, 2022).
Distintos trabajos han reportado que la flecainida es un bloqueador del canal Nav1.5, por
ejemplo: se ha estudiado que bloquea la corriente de Na* producida por los canales
Navl1.5 expresados en ovocitos (Jiang et al., 2020; Ramos & O’Leary, 2004). La flecainida
actla sobre el estado activado y abierto del canal Nav1.5, obteniendo acceso a un sitio
de unién transmembrana donde bloquea el poro e inhibiendo Na* que entran a la célula
(Salvage et al., 2018). Ramos y O’Leary (2004) realizaron el analisis del efecto de la
flecainida en el canal adulto de Nav1.5 en ovocitos y obtuvieron que la concentracion de
flecainida que inhibe al canal en un 50% fue de 345 pM (ECso = 345 + 15 uM). En los
ensayos de herida realizados en este trabajo, se probaron distintas concentraciones, y
se observé un efecto dependiente de la concentracion, a mayor concentracion, mayor
fue la inhibicion de la migracion de la linea celular MDA-MB-231. Las concentraciones
de 300 uMy 400 uM obtuvieron un efecto inhibitorio estadisticamente significativo sobre
el proceso de migracion de la linea MDA-MB-231 (p < 0.05). Al comparar las
concentraciones de flecainida que inhibieron la migracion celular en el ensayo de herida
realizado y la concentracion de flecainida en el estudio de Ramos y O’Leary (2004), se
puede observar que las concentraciones de ECso son parecidas. La linea MDA-MB-231
sobreexpresa los canales de Nav1.5 (los cuales hacen que resulte el aumento migracion
celular del cancer de mama triple negativo); estudios han demostrado que la flecainida
inhibe los canales Navl1.5 en otros tipos de células con concentraciones similares.
Ademaés, se han realizado estudios con otros antiarritmicos, en los cuales se ha

analizado como afectan a los canales Navl.5 en concentraciones similares a las
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utilizadas en este trabajo en la misma linea celular. Si lo reportado se compara con los
resultados obtenidos en este trabajo, se puede plantear que la flecainida podria estar

inhibiendo los canales Navl1.5 en la linea celular MDA-MB-231.

El cancer de mama triple negativo se distingue por su proceso metastasico. La
metastasis consiste en que las células se desprenden del tumor primario y logran llegar
y generar tumores secundarios en otros sitios (fuera de la mama en este caso). Estudios
han demostrado que las células de cancer de mama triple negativo, ademas de cambiar
sus procesos metabdlicos al desprenderse del tumor primario, para poder sobrevivir a la
circulacién y tejidos de otros 6rganos obtienen nutrientes de los microambientes, los
cuales consisten en un area con una composicion especifica de componentes
principalmente de la matriz extracelular que rodea las células (Malmstrém, 2022;
Roshanzamir et al., 2022). Los canales de sodio dependientes de voltaje han sido
relacionados con una mayor motilidad celular, tasa de proliferacion y potencial
metastasico en las células cancerosas en comparacion con las células cancerosas que
no los expresan (Angus & Ruben, 2019). Uno de los canales que se sobrexpresa en las

células cancerosas es el canal de sodio dependiente de voltaje Nav1.5 (Luo et al., 2020).

El modelo propuesto para explicar como el canal Nav1.5 afecta la invasividad de las
células de cancer de mama triple negativo es el siguiente: en las células mamarias, el
canal Navl.5 esta coexpresado con el intercambiador NHE-1 (ver Figura 12). El NHE-1
es un intercambiador de Na*/H"*, en el cual las corrientes de iones Na* regulan la entrada
de los iones H*; y se ha reportado que su papel fundamental es la regulacién del pH
intracelular (Dong et al., 2021). Luo et al. (2020) proponen que el canal Nav1l.5
sobreexpresado en las células de cancer de mama triple negativo modifica la actividad
de NHE-1, causando que exista un mayor flujo de salida de H* al espacio extracelular y
una mayor entrada de Na* al espacio intracelular. Por consecuencia, el medio
extracelular se acidifica, y esto favorece la actividad proteolitica de las catepsinas de
cisteina (Cat) y las metaloproteinasas de matriz (MMP). Al aumentar la protedlisis de las

enzimas, la invasividad de las células de cancer de mama aumenta (Luo, et al., 2020).
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Figura 12. Modelo de sobreexpresion del canal Nav1.5 en el cancer de mama triple negativo (Modificado
de Rajaratinam et al., 2022). Los canales de sodio afectan al intercambiador NHE-1, el cual regula el pH
intracelular. Esto causa un desbalance en los iones H* y Na*, lo que hace una acidificacion del medio
extracelular. Como resultado del pH bajo, las catepsinas de cisteina realizan su actividad proteolitica, lo
gue conduce a la degradacion de la matriz extracelular y facilita la invasion de células cancerosas.

SMNAIN

En el mismo modelo también existen otros elementos, como lo es el eje de sefalizacién
CD44-src-cortactina, el cual aumenta la eficacia de las metastasis a distancia en el
cancer de mama por la regulacion negativa de Nav1.5. Otro elemento que afecta el canal
Navl.5 es Racl, el por medio de su activacion manipula la migracion celular en respuesta
a cambios idnicos (Rajaratinam et al., 2022). Por ultimo, se tiene a SNAIL, la cual es una
proteina que promueve la transicion epitelio-mesénquimay la metastasis (Tsirigoti et al.,
2022). Por lo tanto, la sobrexpresion de los canales idnicos, especificamente de la
isoforma Nav1.5 puede ser un elemento esencial en la invasividad del cancer de mama
triple negativo y, por ende, estudios enfocados en regular la tasa acelerada de
proliferacion y la metastasis a través del blogueo o inhibicibn de los canales
sobreexpresados de Navl1.5 en las células de cancer de mama triple negativo podria ser
clave en el tratamiento de esta enfermedad. Flecainida podria ser un farmaco adecuado
en la busqueda de un tratamiento mas eficaz, ademas de que estudios mas detallados

del efecto de flecainida (y de otros farmacos bloqueadores de canales idnicos) en la linea
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celular de cancer triple negativo aportarian elementos significativos para dilucidar, y con
ello reducir el proceso metastasico altamente recurrente del cancer de mama triple

negativo.
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3.3 Conclusiones

El cAncer de mama triple negativo es un subtipo de cancer de mama que se caracteriza
por no expresar receptores de estrogeno, progesterona o HER2. Debido a esta
particularidad, este subtipo de cancer tiene opciones de tratamiento limitadas, que son
principalmente la quimioterapia y la mastectomia. Ademas de carecer de receptores
hormonales, las células cancerosas triple negativas muestran una notable resistencia a
la quimioterapia, lo que lleva a una mayor recurrencia de la enfermedad en un periodo
mas corto. Por tanto, la investigacion de nuevos marcadores tumorales se vuelve crucial

para mejorar tanto el diagndstico como el tratamiento de esta forma de cancer de mama.

Distintos trabajos han observado que la sobreexpresion de los canales idnicos de
dependientes de voltaje afecta en la progresion del cancer. En el cancer de mama triple
negativo se sobreexpresan los canales Nav1.5, los cuales hacen que sea mas agresivo
y aumentan la proliferacion e invasion de las células. Para detener esta sobreexpresion
del canal se utilizan los bloqueadores o inhibidores, farmacos que ayudan a detener el
flujo anormal de iones. En este trabajo se evalud flecainida, un farmaco antiarritmico que
podria estar afectando los canales Nav1.5 sobreexpresados en la linea celular MDA-MB-
231.

La administracion de flecainida en ensayos de migracién y viabilidad celular resultd en
una disminucion significativa de la migracion celular y una inhibicién de la viabilidad de
las células MDA-MB-231. Con base en los resultados obtenidos y en la evidencia
existente en la literatura cientifica reportada, se puede inferir que la flecainida afecta a
los canales i6nicos en la linea de cancer de mama triple negativo. Este farmaco, por lo
tanto, podria considerarse como un recurso potencial en la blusqueda de tratamientos

adyuvantes para este tipo de cancer.

Sin embargo, es importante sefialar que se requiere una mayor investigaciéon para
comprender el mecanismo de accion de los canales Nav1.5 en el cancer triple negativo,
asi como para corroborar la selectividad de la flecainida sobre este tipo de canales
i6nicos. Este trabajo representa un paso significativo en la exploracion de terapias

innovadoras para el cancer de mama triple negativo, pero queda trabajo por hacer para
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profundizar en nuestra comprension y desarrollar enfoques terapéuticos mas precisos y

efectivos.
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5. Anexos
Programa de “Conteo Celular Automatizado”

Se genero un programa de conteo celular mediante un procesamiento de imagenes para
delimitar los bordes de células de la imagen y contar estos para lograr obtener la cantidad
exacta de células vivas. Su objetivo es generar un conteo celular automatizado a partir

de una imagen obtenida en el ensayo de viabilidad.

Se desarroll6 una aplicacion por medio del programa de app designer de MATLAB, en el
cual se realizé un cédigo para identificar los circulos de las imagenes seleccionadas por
el usuario. Este consistié en pedir una imagen al usuario y que este la pueda seleccionar
de su computadora, realizar el procesamiento de la imagen para destacar los bordes de

las células vivas y asi identificarlas y cuantificarlas.

A continuacion, se presenta el manual de usuario del programa:
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Espanol

Manual de Usuario de “Conteo Celular Automatizado”
MANUAL DE INSTALACION

Para utilizar el programa de “Conteo Celular Automatizado” se necesita descargar el
instalador, el cual tiene por nombre Instalador_ CCA.exe

% ConteoCelularButomatizado Installer

ConteoCelularAutornatizado 2.0
Maria Gutierrez

Se le dara clic al botén “Next” para continuar con la instalacion. Luego aparecera la
opcion para que el usuario seleccione en donde se descargara el programa.
Seleccione la carpeta donde desea que se instale el programa en su equipo. Ya que se
seleccione donde se descargara, se le da clic a “Next” para empezar la instalacion.
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DESTINATION
o

Select destination folder

ChUsers\ferna\Downloads\ConteocAutomatizado

Restore Default

[#] Add shortcut to desktop

Después se le pedird al usuario la confirmacién de la ubicacién del archivo. Si es que
esta es correcta, se debera de hacer clic en “install” para inicial la instalacion.

%+ ConteoCelularAutomatizado Installer

DESTINATION MATLAB RUNTIME CONFIRMATION
o O o

Confirm selections

CONTEOQCELULARAUTOMATIZADO DESTINATION
CUsers'ferna\Downloads\ConteoAutomatizado

MATLAE RUNTIME DESTINATION

MATLAB Runtime is up to date and already installed in
C:\Program Files\MATLAB\MATLAB Runtime\R2023a

Confirme la instalacion del programa y espere a que la instalaciébn se complete, esto
puede tardar varios minutos. Ya instalado aparecera el mensaje de instalaciéon completa.
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%+ ContecCelularAutomatizado Installer

Installation Complete
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MANUAL DE USO

Para utilizar el programa de “Conteo Celular Automatizado” se necesita realizar
previamente el ensayo de viabilidad y obtener imagenes de las células tefiidas en la
camara de Neubauer. Después de obtener las imagenes siga los siguientes pasos:

1. Abrir el programa. En la ubicacion que usted eligié para instalar el programa
seleccione la carpeta de “application”.

BB conteocel

) New ~

~ 4 | @ > Downloads 5> ConteoCel >

#% Home Name Date modified

Fernanda - Persona ™ Today
B uninstall 5/23, 31 PM File folder

] Desktop . application 5/23/2023 7:31 PM File folder

-~ A long time ago
- Downloads - -

B default_icon_48 4/18/2022 8: W PMNG File
! Documents

Dentro de esta carpeta elija el archivo titulado “ConteoCelularAutomatizado”. De
esta manera se abrira el programa.

Ll application

B New ~

o BB > Downloads > ConteoCel » application

% Home Name Date modified Type
Fernanda - Persong ™ Earlier this month
%+ ConteoCelularAutomatizado 5/1/2023 10:53 AM Application 6,835 KB

Text Document 2 KB

B Deskiop » I readme

| -~ Earlier this year
» Downloads »
ﬁ splash 3 312 PM PMG File
! Documents »
- A long time ago
& Pictures F

® Music »

B default_icon : ICO File

60



2. Seleccione el idioma de preferencia.

Idioma Inicio Conteo Start Count

Select Language / Seleccione idioma

3. Darle clic a “seleccionar imagen” y escoger una imagen de sus documentos.

Idioma Inicio Conteo Start Count

Conteo Celular

Realizar conteo
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4. Luego de seleccionar la imagen, dar clic en “realizar conteo”.

Idioma Inicio Conteo Start Count

Conteo Celular

Realizar conteo

Al seleccionar “realizar conteo” el programa realizara un procesamiento a la imagen
seleccionada por el usuario, y se hara el conteo, como lo muestra la figura 4.
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Idioma Inicio Conteo Start Count

Niknero do collias:
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English
"Automated Cell Count" user manual

INSTALLATION MANUAL

To use the “Automated Cell Count” program, the user needs to download the installer,
Instalador_ CCA.exe

% ConteoCelularButomatizado Installer

ConteoCelularAutornatizado 2.0
Maria Gutierrez

Clic the “Next” button to continue with the installation. Then the option will appear for the
user to select where the program will be downloaded.

Select the folder in which the program will be installed. Then click "Next" to start the
installation.
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DESTINATION
o

Select destination folder

ChUsers\ferna\Downloads\ConteocAutomatizado

Restore Default

[#] Add shortcut to desktop

The user will then be asked to confirm the location of the file. If this is correct, you must
click on "Begin install" to start the installation.

Wait for the installation to be completed, this could take a few minutes. When it’s done,
an “Installation Complete” message will appear.
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%+ ContecCelularAutomatizado Installer

Installation Complete
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USER MANUAL

To use the "Automated Cell Count" program, it is necessary to previously perform the
viability assay and obtain images of the stained cells in the Neubauer chamber. After
obtaining the images follow the steps below:

1. Open the program. In the folder that the program was downloaded, clic the
“application” folder.

B conteocel

v @ > Downloads » ConteoCel »

% Home Name Date modified Type

Fernanda - Persona  Today
8 uninstall 5/ 1Y File folder

B Desktop i application 5/23/2023 7:31 PM File folder

+ A long time ago
- Downloads - -

Bi default_icon 48 4718/ 8 PNG File
! Documents

Then, select the “ConteoCelularAutomatizado” file. That way the program will
open.
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2. Select your preferred language.

Idioma Inicio Conteo Start Count

Select Language / Seleccione idioma

3. Click on “select image” and choose an image from your documents.

Idioma Inicio Conteo Start Count

Cell' Counter
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4. After selecting the image, click on “Count”.

Idioma Inicio Conteo Start Count

Cell Counter

By selecting "perform count” the program will process the image selected by the user,
and the count will be done, as shown in Figure 4.
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Number of cells:
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