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2. Abreviaturas

® & & & o o oo o

® & & & o oo o

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium.

DMSO: dimetilsulfoxido.

EMT: transicidn epitelial-mesenquimal.

ER: receptores de estrégeno.

HER2: factor de crecimiento epidérmico humano 2.
HUVEC: células endoteliales de vena umbilical humana.
ICs0: concentracion inhibitoria media.

MET: transicibn mesenquimal-epitelial.

MMPs: metaloproteinasas de la matriz extracelular.

MQ: mefloquina.

mTOR: blanco de la rapamicina en mamiferos.

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBS: solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco.
PI3K: fosfatidilinositol-3-cinasa.

PR: receptores de progesterona.

PX: paroxetina.

SFB: suero fetal bovino.

TTX: tetrodotoxina.

VGSCs: canales de sodio dependientes de voltaje.

ZIP: potencia de interaccion cero.



3. Resumen

Dentro de los diferentes subtipos de cancer de mama que afectan a la poblacién se
encuentra el cancer de mama triple negativo, considerado el mas agresivo por su alto
potencial metastasico. Ademas, actualmente no existen diagnosticos ni tratamientos

estandarizados para este cancer debido a la falta de un blanco molecular apropiado.

Se ha reportado que los canales i6nicos dependientes de voltaje se encuentran
expresados de manera aberrante en tejidos tumorales y células cancerigenas,
modulando distintos procesos celulares clave para promover la progresion del cancer,
como la proliferacion y migracion celular, indicando que la sobreexpresion de estas

proteinas de transporte podria servir con propésitos de diagndstico y terapéuticos.

La presente tesis se realizé con el objetivo principal de analizar el efecto de distintos
farmacos sobre la viabilidad y migracion celular en la linea MDA-MB-231 asociada al
cancer de mama triple negativo. Especificamente se estudié la accidén de paroxetina (un
antidepresivo) y mefloquina (un antimalarico), con la hipétesis de que ambos inhiben
significativamente la viabilidad y migracion celular de la linea MDA-MB-231. Ademas de
reportarse que ambos farmacos cuentan con efectos potencialmente anticancerigenos,
se ha descrito que paroxetina es capaz de inhibir la corriente de canales de sodio,

mientras que mefloquina inhibe la corriente de canales de potasio.

Para evaluar lo anterior, se utilizé el ensayo de viabilidad celular con MTT y los ensayos
de migracion de cierre de herida y Transwell. Se obtuvo una inhibicién dependiente de la
concentracion en la viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 por parte de mefloquina y
paroxetina cuando se aplicaron de manera independiente y durante la aplicacion
combinada de ambos farmacos. Asimismo, mefloquina y paroxetina inhibieron la
migracion celular de la linea MDA-MB-231 de manera dependiente de concentracion. De
esta manera, se concluye que ambos farmacos tienen el potencial de combatir la
migracion del cancer de mama triple negativo, ademas de reducir la viabilidad celular,
proponiéndose como compuestos de interés para futuras investigaciones en la busqueda
de desarrollar terapias especificas para este subtipo altamente agresivo, con el propésito

de contribuir a la mejora de la calidad de vida de los pacientes.



4. Antecedentes
4 1.Cancer

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) declara que cancer, es un término amplio
utilizado para aludir a un conjunto de enfermedades que se pueden originar en casi
cualquier 6rgano o tejido del cuerpo cuando células anormales crecen de forma
descontrolada, sobrepasan sus limites habituales e invaden partes adyacentes del
cuerpo y/o se propagan a otros organos. Otros términos comunes para designar el

cancer son neoplasia y tumor maligno.

El cancer ocurre debido a una serie de eventos moleculares que suceden en multiples
pasos, y por multiples factores que involucran interacciones entre los genes y el ambiente
de un organismo a través de un proceso llamado carcinogénesis, también conocido como
oncogénesis. Este proceso incluye mutaciones y/o epimutaciones, que llevan a una
proliferacion celular descontrolada y wuna desregulacion homeostatica. Las
modificaciones que causan el cancer modulan paso a paso el metabolismo y

comportamiento de las células (Diori Karidio & Sanlier, 2021).

La carcinogénesis puede ocurrir en cualquier célula, tejido u o6rgano, ocasionando
variaciones patoldgicas que resultan en un vasto numero de tipos de cancer. Existen seis
mecanismos principales que permiten la progresién de las células de cancer, y sirven
como senales de identidad para las mismas: evasion de la apoptosis, capacidad ilimitada
de dividirse, angiogénesis mejorada, resistencia a sefiales anti crecimiento e induccién
de sus propias sefales de crecimiento celular, asi como la capacidad de hacer

metastasis (Lukasiewicz et al., 2021).

Los agentes causantes del cancer pueden ser varios, incluyendo mutaciones genéticas
(mutaciones somaticas, mutaciones heredadas, errores inevitables en la replicacion de
ADN), epimutaciones (hipometilacién de un oncogen, silenciamiento de un gen supresor
de tumor a través de hipermetilacion), infecciones virales (hepatitis B/C, virus de
papiloma humano), entre otros. Ademas, factores de riesgo exdégenos y/o del estilo de
vida también podrian favorecer un comienzo temprano de algunos tipos de cancer (Diori
Karidio & Sanlier, 2021).



Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (2022), el cancer es la principal
causa de muerte en el mundo; en 2020 ocasion6 10 millones de defunciones, es decir,
una de cada seis muertes se debid al cancer. Los tipos de cancer mas comunes son: de
mama (2.26 millones de casos), de pulmén (2.21 millones de casos), colorrectal (1.93
millones de casos), de prostata (1.41 millones de casos), de piel (1.20 millones de casos)

y gastrico (1.09 millones de casos).

Los tipos de cancer que causaron un mayor numero de fallecimientos en 2020 segun la
OMS fueron los siguientes: de pulmén (1.8 millones de defunciones), colorrectal (916,000
defunciones), hepatico (830,000 defunciones), gastrico (769,000 defunciones) y de
mama (685,000 defunciones) (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2022).

4.2.Cancer de mama

El cancer de mama es una condicion patolégica que ocurre en el tejido mamario. En la
mayoria de los casos, la aparicion ocurre desde los conductos de leche, mientras que en
otra minoria de los casos ocurre desde los lobulillos. ElI cancer de la region ductal se
conoce como carcinoma ductal, mientras que aquellos que involucran los lobulillos
mamarios se llaman carcinomas lobulillares (Almansour, 2022). El término carcinoma
hace referencia a que el cancer comienza en las células epiteliales, como ocurre en la
mayoria de los casos de cancer de mama. Una menor cantidad de este tipo de cancer

se desarrolla en otros tejidos de la mama, y se denominan sarcomas (Costa et al., 2020).

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, es decir, no tiene una causa unica;
se han identificado una serie de factores que contribuyen en su aparicion y desarrollo,
como los que se muestran en la Tabla 1. Por ejemplo, entre las mujeres se observa que,
conforme se incrementa su edad, hay mayor presencia de tumor maligno de mama; otros
factores que pueden influir son el inicio temprano de la menstruacién (antes de los 12
anos) e inicio tardio de la menopausia (después de los 55 afnos); antecedentes de cancer
de seno o de ovario; la obesidad y el sobrepeso; el tabaquismo y la ingesta de alcohol;
algunas terapias de reemplazo hormonal y ciertos anticonceptivos orales; asi como
mutaciones genéticas heredadas en los genes BRCA1 y BRCA2 (INEGI, 2021).



Tabla 1. Principales factores de riesgo de padecer cancer de mama, incluyendo el subtipo triple negativo,

de acuerdo a lo reportado por Lukasiewicz et al., 2021.

Factor Riesgo
Ser de sexo femenino constituye uno de los mayores riesgos
Sexo principalmente por la estimulacion potenciada de hormonas como
estrégeno.
SR El riesgo aumenta con la edad. Sin embargo, el subtipo triple negativo es
@ diagnosticado mas comunmente en grupos menores a 40 afos.
Mutaciones Existen dos genes principales cuyas mutaciones se asocian fuertemente
genéticas a la carcinogénesis mamaria, BRCA1 y BRCA2.
Generalmente, la incidencia de cancer de mama es mayor en mujeres
Razal/etnia blancas no hispanicas, pero las tasas de supervivencia son menores en

mujeres hispanicas y mujeres de color.

Historial genético

El riesgo aumenta significativamente conforme aumenta el nimero de

familiares de primer grado que han sido afectados por cancer.

Medicamentos

Algunos estudios indican que el consumo de ciertos medicamentos como
el dietilestilbestrol y las terapias de reemplazo hormonal aumentan el

riesgo.

Indice de masa

corporal

La obesidad se asocia con una mayor probabilidad de padecer el cancer

y una mayor tasa de mortalidad.

Actividad fisica

Una actividad fisica regular es considerada como un factor de proteccién

contra la incidencia de cancer de mama.

Consumo de Un consumo excesivo de alcohol incrementa el riesgo de tumores

alcohol malignos.

Consumo de El consumo de tabaco activo y pasivo promueve la carcinogénesis

tabaco mamaria.

5 La comida ultra-procesada esta clasificada como carcinégeno de grupo 1.
et El consumo excesivo de grasas saturadas también representa un riesgo.

Exposicion a La exposicion crénica a distintos quimicos puede promover la

quimicos carcinogénesis al afectar el microambiente tumoral.




4.3.Cancer de mama triple negativo

El cancer de mama puede clasificarse en diferentes subtipos moleculares. La divisién se
basa en la expresion de receptores de estrogeno (ER), receptores de progesterona (PR)
y el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2). Categorizandolo en
cuatro subtipos principales (Fig. 1) con caracteristicas diferentes: positivos a receptores
de hormonas, que pueden ser luminal A (ER+, PR+, HER2-) o luminal B (ER+, PR+,
HER2+/-), enriquecido de HER2 (ER-, PR-, HER2+) y triple negativo (ER-, PR-, HER2-),
este ultimo se caracteriza por no contener ninguno de los receptores antes mencionados
(Lu et al., 2023).

Se estima que, de todos los casos de cancer de mama, del 15% al 20% pertenecen al
cancer de mama triple negativo. Este es mas comun en mujeres premenopausicas de
una edad menor a 40 anos y de etnia particular (mujeres afro americanas e hispanicas

tienen menor tasa de supervivencia respecto a las caucasicas) (Lastraioli, 2020).

Mejor
prognosis
* ~30% de los casos (el mas prevalente). FaN
Luminal A * Baja expresion de genes relacionados
HR+ (ER+ y/o PR+), HERZ- | con la proliferacidn celular.
= Terapia dirigida: Tamoxifeno

* ~20% de los casos.

Luminal B + Alta expresion de genes relacionados
HR+ (ER+ y/0 PR+), HER2+/-| con la proliferacion celular.
* Terapia dirigida: Tamoxifeno

*+ ~10-15% de los casos.

« Sobreexpresién de HERZ.

- Crecimiento mas rapido que los
subtipos luminales.

Receptores » Terapia dirigida: Trastuzumab

HR: Hormonas
ER: Estrégeno
PR: Progesterona
HERZ2: Factor de
crecimiento epidérmico
humano 2

* ~15-20% de los casos.
* El subtipo mas agresivo.

Triple Negativo ) . )
HR- (ER,, PR.), HER2- * Ocurre mas frecuente en mujeres
jovenes. Peor

« No existe terapia dirigida. prognasis

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Subtipos moleculares principales del cancer de mama, conforme a la informacion presentada

por Lukasiewicz et al., 2021.
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El subtipo triple negativo es altamente agresivo, con un comienzo a edades mas
tempranas, menor tasa de deteccién, mayor potencial metastasico, y un resultado clinico
mas pobre que aquellos canceres de mama positivos a receptores de hormonas y HER2
(Won & Spruck, 2020). Este subtipo también representa la mayor dificultad de tratamiento
debido a la ausencia de marcadores aptos como receptores de hormonas u otras
moléculas, que puedan ser atacadas de manera especifica con medicamentos

especializados (Lastraioli, 2020).

A pesar de los desafios que esta conlleva, la cirugia se mantiene como el método
tradicional de tratamiento para el cancer de mama triple negativo; mientras que la
quimioterapia es la opcion terapéutica primaria. Se ha reportado que pacientes con triple
negativo en etapas tempranas o localmente avanzadas responden mejor a la
quimioterapia en comparacion a los pacientes con otro tipo de cancer de mama.
Asimismo, se ha planteado la quimioterapia auxiliar con agentes citotéxicos de manera
postoperatoria para erradicar lesiones cancerosas microscopicas. Sin embargo, es
altamente probable que se presente metastasis dentro de pocos meses después de

completar la quimioterapia auxiliar (Lu et al., 2023).

Indicadores de prognosis como tamano de tumor y metastasis del ganglio linfatico, son
insuficientes para tratamiento personalizado de pacientes con cancer de mama en etapa
temprana (Liu et al., 2022). Un panel mas completo y accesible de biomarcadores puede
mejorar decisiones en el tratamiento de cancer de mama triple negativo. Proponer
nuevos biomarcadores para predecir la supervivencia y respuesta a quimioterapia en
pacientes, podria permitir realizar ajustes personalizados a un régimen estandar de
tratamiento, como la escalacién de dosis o la incorporacion de nuevos agentes

antitumorales (da Silva et al., 2020).

Por lo tanto, es esencial identificar biomarcadores moleculares, verificar su utilidad como
blancos en el tratamiento personalizado y como indicadores de eficacia clinica (Zhu et al.,
2021).
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4.4.Migracion celular y metastasis

La migracion celular se define como el movimiento real de células individuales, laminas
de células y cumulos desde una ubicacién a otra. Se han identificado dos tipos principales
de migracion celular: migracion unicelular y migracion celular colectiva. La migracién
celular colectiva es el movimiento coordinado de un grupo de células que mantienen sus
conexiones intercelulares y su polaridad colectiva. La migracién colectiva se puede
manifestar como un movimiento bidimensional a través de una superficie de tejido donde
las células migran como una lamina plana en monocapa o0 como un movimiento
tridimensional a través de un andamio de tejido donde las células estan organizadas

como una red de hebras multicelulares (Grada et al., 2017).

El proceso de metastasis consiste en una serie de eventos de transporte celular,
comenzando con las células cancerigenas invadiendo a través de restricciones fisicas
en el sitio primario, seguido por una migracion que atraviesa el endotelio y culminando
en la colonizacion de un tejido secundario (Fig. 2). Las células deben superar barreras
estrechas para lograr la migracién en varias etapas de la metastasis, como pequefios
poros en la matriz extracelular de tejido estromal denso. Un estudio reciente ha
demostrado que el potencial metastasico de las células cancerigenas in vivo puede estar
relacionado con la morfologia de esas células en un sustrato en 2D. Este estudio
promueve la morfologia celular bidimensional, como un posible indicador del potencial

metastasico de una célula de cancer (Wu et al., 2020).

La metastasis puede involucrar una célula individual o un pequefio cumulo tumoral
interactuando y migrando colectivamente. Muchos factores influyen en el numero de
células que escapan del tumor en el sitio primario. En algunos casos, multiples células
cancerigenas migran juntas con un comportamiento de lider-seguidor. Ademas, la
metastasis puede ocurrir a lo largo de un periodo prolongado durante el cual las células

se pueden dividir (Zhang et al., 2021).

Las tasas de crecimiento rapido en el cancer de mama triple negativo y las prominentes
inflamaciones linfoplasmociticas, debido a las respuestas inmunes del huésped
promueven metastasis a los huesos, los pulmones, el higado y el cerebro (Arroyo-Crespo
et al., 2019).
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Figura 2. Proceso de metastasis de cdncer de mama al cerebro.

El cancer de mama es una de las causas mas frecuentes de metastasis cerebral, con un
estimado de ocurrencia de aproximadamente 5% en poblaciones selectas y de un 15 a

30% en pacientes con enfermedad en etapa IV (Tomasik et al., 2023).

Aunque todos los pacientes con cancer de mama se encuentran en riesgo de metastasis
cerebral, algunos factores que aumentan ese riesgo han sido identificados: pacientes
mas jovenes, tumores de alto grado y ciertos subtipos moleculares como el triple negativo
(Santos et al., 2020).

Aproximadamente el 30% de la metastasis en el cancer de mama triple negativo se
localiza en el cerebro, tres veces mas si se compara con los subtipos de cancer de mama
luminales (positivos a receptores de hormonas) (Hosonaga et al., 2020). Asi mismo, el
tiempo medio entre el diagndstico de cancer de mama y el desarrollo de metastasis

cerebral en el subtipo triple negativo es de 28 a 36 meses, similar al subtipo positivo a
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HERZ2 y mucho menor en comparacion a los subtipos luminales, que es de 47 a 54 meses
(Tomasik etal.,, 2023). El tiempo medio de supervivencia después de ocurrida la
metastasis cerebral es menor a un afo, aunque depende de multiples caracteristicas

clinicas (Bailleux et al., 2021).

Ademas del cerebro, los pulmones son el sitio mas comun de metastasis en el cancer de
mama triple negativo (W. Chen et al., 2018). Mas del 90% de muertes por cancer de

mama se deben mas a la metastasis que al propio cancer primario (Riggio et al., 2021).

El diagndstico de metastasis es considerado la fase final en muchos de los tipos de
cancer, esta involucra multiples mecanismos celulares. Para poder invadir tejidos
circundantes, las células de tumores primarios deben experimentar procesos de
desdiferenciacion o transdiferenciacién. En particular, el proceso de transicion epitelial-
mesenquimal (EMT) esta presente en la mayoria de los tipos de cancer (Park et al.,
2022).

La EMT es un evento biolégico complejo en el cual las células epiteliales pierden su
fenotipo epitelial, junto con su capacidad de adherencia célula-célula y matriz-célula; y
obtienen un fenotipo mesenquimal, permitiéndoles realizar migracion e invasion. Se han
descubierto tres tipos de EMT. La EMT tipo 1 esta asociada a la embriogénesis,
gastrulacion y formacion neural; la EMT tipo 2 estéa ligada a la regeneracion de tejido y
cierre de heridas. La EMT tipo 3 esta relacionada a la malignidad, invasion y metastasis
(Buyuk et al., 2022).

Durante la metastasis se requiere una drastica reorganizacién del citoesqueleto para
producir los cambios morfoldégicos necesarios para promover la movilizaciéon de las
células tumorales. De manera tipica se asocia a la EMT con una transformacién
morfoldgica celular de poligono apical-basal a un aspecto fusiforme (Fig. 3), capaz de
degradar e invadir la matriz extracelular de tejidos cercanos y distantes (Sanchez-
Sandoval et al., 2023).

Las células tumorales epiteliales usualmente estan unidas con las células de su
alrededor a través de E-cadherina. E-cadherina es una molécula de adhesion presente

en las uniones adherentes que conectan de manera estrecha a las células epiteliales.
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Para llevar a cabo la metastasis, las células tumorales rompen las uniones intercelulares,
migran como células individuales e invaden los tejidos colindantes. En el proceso de
EMT, se ve disminuida la expresién de marcadores epiteliales como E-cadherina y
citoqueratinas, incluyendo CK18, CK19, laminina, Syndecan-1 y MUC-1; por otro lado,
se ve aumentada la expresion de marcadores mesenquimales como N-cadherina,
vimentina, fibronectina, Twist, Snail y Slug (Buyuk et al., 2022).
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Figura 3. Cambios en las propiedades celulares durante la transicion epitelial-mesenquimal.
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Cuando las células cancerosas que se encuentran migrando a través de los vasos
sanguineos y linfaticos llegan a otros tejidos experimentan una transicibn mesenquimal-
epitelial (MET), el proceso inverso a la EMT, en el cual las células vuelven a adquirir un
fenotipo epitelial para formar uniones estrechas en los tejidos distantes (Park et al.,
2022).

El proceso de la EMT puede ser progresivo, algunas células que conforman la masa
tumoral en la transicién pueden expresar marcadores proteicos de ambos fenotipos,
epitelial y mesenquimal. Esta plasticidad en la expresion de proteinas esta directamente
relacionada con la respuesta a tratamientos farmacolégicos y el desarrollo de resistencia

a los mismos (Navas et al., 2020).

Se ha descubierto que la regulacién de la transicion epitelial-mesenquimal en el cancer
de mama triple negativo involucra varias vias de sefializacién, incluyendo el factor de
crecimiento B (TGF-B), Wnt/B-catenina y Notch (Buyuk et al., 2022).

4.5.Ensayos de migracion in vitro

Analizar la migracion colectiva de las células en monocapa de manera bidimensional en
condiciones in vitro altamente controladas, permite a los investigadores simular y
explorar mecanismos criticos de accién involucrados en el proceso, como las
interacciones célula-matriz y célula-célula. Lo anterior tiene aplicaciones muy utiles en
estudios de deteccion de genes involucrados en la migracion celular del cancer y el

descubrimiento de nuevos farmacos (Grada et al., 2017).

El ensayo de herida provee una manera directa y econdmica de comprender los
mecanismos de accion que regulan la migracion celular, asi como los efectos de esta
bajo diferentes condiciones experimentales in vitro (Liang et al., 2007). El ensayo
involucra cultivar las células a una alta confluencia, y crear una raspadura al remover
una seccion de la superficie de la monocapa celular de manera mecanica con una
herramienta de punta afilada. Frecuentemente utilizando una punta de micropipeta.

Posteriormente, se observan las células en cada borde de la herida, que buscaran migrar
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hacia el borde opuesto hasta establecer nuevamente contactos célula-célula para

finalmente cerrar el espacio de la raspadura (Fig. 4) (S. Chen et al., 2023).

-
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Figura 4. Migracion celular en cultivo in vitro.

Subsecuentemente, se capturan las imagenes de las células llenando el espacio a
intervalos de tiempo regulares y se analizan para cuantificar la migracion. El proceso en

su totalidad involucra migracion y diferenciacion celular (Grada et al., 2017).

Por su parte, el ensayo de migracion Transwell involucra dos camaras llenas de medio
que son divididas por una membrana porosa. En la parte inferior de la camara se agrega
medio que contenga un agente quimiotactico, mientras que en la parte superior se
agregan las células para establecer un gradiente de quimioatrayente y generar migracion
celular direccional. Después de un periodo de incubacion, el grado de quimiotaxis celular
puede ser evaluado por la cuantificacion de células adherentes que han migrado al lado

basal de la membrana porosa (Justus et al., 2023).

4.6.Linea celular MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231 es de tipo epitelial correspondiente a cancer de mama
humano. Fue establecida a partir de un derrame pleural de una mujer caucasica de 51
afos con un adenocarcinoma mamario metastasico. Es una linea celular de cancer de

mama triple negativo altamente agresiva e invasiva. Ademas, es una de las lineas
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celulares de cancer de mama mas utilizadas en laboratorios de investigacion, y se ha
empleado para el desarrollo de medicamentos efectivos para tratar este tipo de cancer
(ECACC, s/f).

4.7.Canales idnicos y su papel en el cancer

Recientemente se ha demostrado que los canales ionicos dependientes de voltaje se
encuentran sobre expresados aberrantemente en tejidos cancerosos no excitables
(mama, pulmon, prostata, colon y cérvix), puesto que su expresion es altamente regulada
en tejidos no cancerosos del mismo origen. Su expresion en las células de carcinoma ha
sido asociada con la progresion del cancer, sugiriendo que podrian servir como
marcadores y factores de prognosis (Lopez-Charcas et al., 2021). Sin embargo, el rol
funcional de los canales i6nicos en el cancer y desarrollo de la metastasis aun no se

conoce por completo.

Los canales idnicos son proteinas que se encuentran en la membrana celular y permiten
el paso de iones a través de ella de manera selectiva. Los canales de sodio dependientes
de voltaje (VGSCs, por sus siglas en inglés), se caracterizaron inicialmente en células
excitables, donde son responsables de la generacién y propagacién de potenciales de
accion. Su actividad fisiologica, a través de una corriente transitoria despolarizante de
entrada de sodio en células como cardiomiocitos, células del musculo esquelético o
neuronas, se distingue por ser la responsable de dar inicio a procesos como la excitacién-
contraccion, excitacién-secrecion o excitacion-expresion. Por lo tanto, estos canales
idnicos son criticos en numerosas funciones fisioldgicas, y la desregulacion de su
actividad puede conducir a graves patologias, también conocidas como canalopatias
(Lopez-Charcas et al., 2021).

Existen dos compuertas en el canal de sodio, la de activacidén y la de inactivacién. La
compuerta de activacion se mantiene cerrada en el estado de reposo del canal, se abre
rapidamente en respuesta a una despolarizacién de la membrana (permitiendo la
conduccion de iones sodio hacia el interior de la célula), y se cierra rapidamente en

respuesta a una repolarizacion. La puerta de inactivacion cuenta con una cinética y
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dependencia de voltaje diferente a la de activacion, manteniéndose abierta en el estado
de reposo, cerrandose lentamente durante la despolarizacion (bloqueando la entrada de
iones) y abriéndose lentamente en respuesta a una repolarizaciéon (Angus & Ruben,
2019).

La corriente de sodio que atraviesa los canales dependientes de voltaje presenta dos
componentes principales: el componente transitorio, responsable del flujo rapido de sodio
hacia el interior de las células durante los potenciales de accién, y el componente
persistente, el cual representa una pequefa fraccion del componente transitorio
(aproximadamente 10%) que muestra poca o nula inactivacion. Esta ultima es relevante
en aquellos casos donde se necesita una baja pero constante afluencia de sodio para
facilitar la generacion de potenciales de accion, como en las neuronas de activacion

repetitiva (Sanchez-Sandoval et al., 2023).

Los canales de sodio dependientes de voltaje estan compuestos por una subunidad q,
formadora de poro, la cual consiste en cuatro dominios (I, I, lll y IV) cada uno con seis
segmentos transmembranales, S1-S6. Los segmentos S1-S4 sirven como el sensor de
voltaje, mientras que los segmentos S5 y S6 forman las paredes internas del poro del
canal. El conector entre los dominios lll y IV es la puerta de inactivacion rapida, que opera
como una tapa con bisagras para inactivar el canal rapidamente después de ser abierto.
El movimiento de S4 es el responsable de la apertura del poro del canal y causa la
activacion del mismo. En respuesta a la despolarizacion de membrana, un segmento S4

de cada uno de los dominios se mueve hacia afuera (Angus & Ruben, 2019).

Hasta el momento, nueve subunidades a de canales de sodio dependientes de voltaje
de mamiferos, Nav1.1 a Nav1.9, codificadas por los genes SCN1A-SCN5A y SCN8A-
SCN11A, han sido identificadas y caracterizadas. Estos diferentes canales de sodio
tienen estructuras y propiedades funcionales similares, pero su expresion es especifica
para cada tipo celular, y presentan distintas caracteristicas regulatorias y farmacolédgicas
(Sanchez-Sandoval et al., 2023).

La subunidad a puede ser expresada por si misma para producir un canal funcional, sin
embargo, puede estar acompafiada de dos subunidades auxiliares B que son

importantes en la cinética de activaciéon. Existen cuatro subunidades 3 (NavB31-Navf34),
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su expresion incrementa las tasas de activacion e inactivacion, y también se ha
descubierto que aumentan en gran medida la expresién del canal en la membrana. Las
subunidades B también pueden funcionar como moléculas de adhesion celular y se ha
demostrado que tienen un papel en la migracion y agregacioén celular (Angus & Ruben,
2019).

La sobreexpresion de canales de sodio dependientes de voltaje se ha visto involucrada
en la motilidad direccional, actividad secretora de membrana, adhesion e invasién de las
células de distintos tipos de cancer (Erdogan et al., 2023). Hay un incremento substancial
en evidencias de expresion de VGSCs en tumores in vivo, incluyendo tejidos humanos
(Djamgoz et al., 2019). Una alta expresion se ha correlacionado con la recurrencia del
cancer, desarrollo de metastasis y una reducida supervivencia del paciente (Lopez-
Charcas et al., 2021). Sin embargo, esta correlacién no indica el mecanismo de accion,

lo que incrementa la necesidad de investigacion al respecto.

En cuanto a la proliferacion celular, el mecanismo molecular que vincula este fendmeno
con los canales de sodio no es completamente claro, pero parece estar relacionado con
una mayor respuesta a hormonas y/o factores de crecimiento. Una estrecha relacion
entre varias de estas moléculas y los VGSCs ha sido reportada, incluyendo el factor de
crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento endotelial vascular, el factor de
crecimiento semejante a insulina, el factor de crecimiento nervioso, [B-estradiol y

dihidrotestosterona (Sanchez-Sandoval et al., 2023).

Distintas isoformas de canales de sodio dependientes de voltaje se encuentran sobre
expresadas en varios tipos de cancer. En muestras de cancer de mama, el canal Nav1.5,
codificado por el gen SCN5A, se muestra sobre expresado en comparacion con los
tejidos normales (Lopez-Charcas et al., 2021). Ademas, dentro del conjunto de tipos de
cancer de mama, los niveles de expresion de Nav1.5 en la linea celular MDA-MB-231
(triple negativo), altamente metastasica, son significativamente mayores que en la linea

celular MCF-7 (positivo a hormona), la cual es débilmente metastasica (Luo et al., 2020).

El canal Nav1.5 funciona como desencadenante de una variedad de mecanismos en las
células de cancer de mama que regulan la capacidad metastasica e invasiva de las

mismas, siendo un indicador de mala prognosis. Esto es demostrado por varios estudios,
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donde se ha visto que existe sobreexpresion del gen SCN5SA en muestras de tumores de
individuos que presentaron recurrencia, y fallecieron dentro de 5 afios después de su

diagndstico (Erdogan et al., 2023).

Especificamente, el canal nNav1.5, una variante de empalme neonatal que muestra un
reemplazo de siete aminoacidos dentro del tercer y cuarto segmento del primer dominio
del canal (DI:S3), comparada con su forma adulta (Nav1.5), es la isoforma predominante
de canal de sodio dependiente de voltaje encontrada en biopsias de tumores altamente
malignos, y en células de cancer de mama metastasicas; mientras que no parece estar
expresada en tejidos humanos saludables (Dutta et al., 2018). Esto fue demostrado en
el estudio de Yamaci et al., (2017), en el que se encontré que la expresion de nNav1.5
es significativamente mayor, en intensidad y extension, en el cancer de mama en
comparacioén a tejidos no tumorales. Es por esto que se le atribuye a la forma neonatal

el alto potencial metastasico de las células de cancer.

Estas dos variantes presentan diferentes propiedades electrofisioldgicas en términos de
sensibilidad de voltaje y cinética de corriente, resultando en un aumento del flujo de
entrada de corriente de sodio por parte de la forma neonatal (Lopez-Charcas et al.,
2021). Los determinantes moleculares para la expresion anormal de la variante nNav1.5
en células de cancer no han sido identificados, pero esta expresion coincide con el hecho
de que el cancer es un padecimiento no diferenciado y que algunos genes cancerigenos

son oncofetales (Erdogan et al., 2023).

Es posible que la sobre expresidon espontanea de los canales de sodio dependientes de
voltaje en tejidos donde normalmente no se expresan, se deba a cambios drasticos en
la regulacion epigenética de las células de cancer; ya que los cambios genéticos son una

causa ampliamente aceptada de carcinogénesis (Angus & Ruben, 2019).

En una situacion normal, los canales de sodio dependientes de voltaje se abren e
inactivan dentro de pocos milisegundos después de la despolarizacién de la membrana
(Fig. 5), sin embargo, se ha descrito que en las células de cancer de mama, el nNav1.5
permanece en un estado parcialmente activado, y no en el estado inactivado que
normalmente poseen durante el potencial de membrana en reposo de las células;

resultando en un flujo de entrada permanente de iones sodio (llamada ventana de
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corriente). Y se ha postulado que, esta actividad constante es la encargada de elevar la
protedlisis de la matriz extracelular y la invasion de la célula de cancer (Erdogan et al.,
2023).
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Figura 5. Estados en los que se pueden encontrar los canales de sodio dependientes de voltaje.

Actualmente se conoce que las células de cancer generalmente poseen un potencial de
membrana mas despolarizado respecto a los tejidos normales, este potencial de
membrana despolarizado por si mismo juega un papel importante en la progresion del
ciclo celular, la sintesis de ADN, mitosis, proliferacion, migracion y diferenciacion.
Diversos estudios han demostrado que la concentracion intracelular de sodio es mayor
en células de cancer comparadas con células no tumorales, y esta concentracion
aumentada esta relacionada con la oncogénesis. Ademas, se ha propuesto que el
componente persistente de la corriente de sodio es el principal responsable del

incremento en la concentracion de sodio intracelular (Sanchez-Sandoval et al., 2023).

22



A nivel tisular, una concentracién elevada de sodio intracelular promueve la proliferacion,
migracion e invasion de las células de cancer; mientras que una concentracion elevada
de sodio extracelular induce un microambiente inflamatorio que favorece la progresién

de tumores (Leslie et al., 2019).

En los ultimos afios, se ha trabajado especificamente la reduccion de la expresion y
actividad de los canales Nav1.5, en la busqueda de un blanco ideal para el tratamiento
contra el cancer de mama; para esto, se han utilizado toxinas naturales y agentes

farmacologicos (Luo et al., 2020).

Experimentos llevados a cabo en cancer de mama utilizando tetrodotoxina (TTX), un
bloqueador selectivo de canales de sodio, mostraron una reduccién en la extension

celular, galvanotaxis, endocitosis, migracion e invasion celular (Angus & Ruben, 2019).

A nivel molecular, se ha mostrado que la EMT esta controlada por factores de
transcripcion como SNAIL y ZEB. En este aspecto, se ha descubierto que la actividad de
los canales Nav1.5 puede inducir la expresion de los factores de transcripcion SNAI1 y
ZEB1 en el cancer de mama; y que una reduccion en la actividad de este canal puede

revertir el fenotipo mesenquimal (Gradek et al., 2019).

Ademas, considerando que la adhesién y desprendimiento de la matriz extracelular y de
las células vecinas por parte de las células de cancer es una etapa crucial en la EMT,
diversos estudios con dicho enfoque concluyeron que un tratamiento con TTX incrementa
la adhesion celular en las células de la linea MDA-MB-231 y en células endoteliales de
vena umbilical humana (HUVEC), ambas expresando VGSCs funcionales, sugiriendo
que la actividad de los canales modula la adhesion celular (Sanchez-Sandoval et al.,
2023).

Un analisis reciente mostré6 que la subunidad NavB4 puede participar en el
mantenimiento del fenotipo epitelial en células mamarias, debido a que su desregulacion
promueve una pérdida completa de la organizacion epitelial. Este efecto fue asociado
con un incremento en la degradacion de B-catenina, una expresion reducida de E-
cadherina, y una induccion de marcadores mesenquimales como N-cadherina, vimentina

y a-SMA. Con esta evidencia experimental, los autores llegaron a la conclusion de que
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una reduccion en la funcion de la subunidad 4 podria ser un paso determinante en la

carcinogénesis temprana (Doray et al., 2021).

Las células utilizan endocitosis para diversas funciones, incluyendo la modulacion de
respuestas a factores de crecimiento, asi como la regulaciéon en la expresion de canales
idnicos, receptores y transportadores en la membrana plasmatica. Como consecuencia
de la alteracion genética generada en la oncogénesis, distintos tipos de cancer muestran
expresiones anormales y mutaciones de proteinas relacionadas a la endocitosis,
incluyendo receptores de membrana, pequefias GTPasas que controlan el reciclaje de
vesiculas, y otros componentes de los mecanismos reguladores. Esta actividad
endocitica aumentada esta relacionada a la presencia de VGSCs en cancer metastasico
de mama, préstata y pulmon. En las células MDA-MB-231 se realizaron mediciones por
captacion de peroxidasa de rabano picante y se observo que la actividad endocitica se
redujo en presencia de TTX, asi como por la eliminacion del sodio extracelular (Sanchez-
Sandoval et al., 2023).

Una etapa crucial en la progresién de la metastasis se encuentra en la capacidad de las
células de cancer de degradar la matriz extracelular, permitiendo la invasion a través del
tejido adyacente. Esta actividad proteolitica esta mediada por diferentes enzimas
llamadas metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs), las cuales llevan a cabo la
degradacion de proteinas presentes en la matriz extracelular. Se ha encontrado que las
MMPs estan sobre expresadas y/o sobre activadas en casi todos los tipos de cancer si
se compara con tejidos normales, regulando una variedad de comportamientos celulares,
incluyendo crecimiento celular, migracion, invasion, inmunovigilancia y angiogénesis. La
actividad de las MMPs esta regulada por complejos mecanismos; en el caso del cancer
de mama, esta actividad se ha correlacionado con la actividad de canales de sodio

dependientes de voltaje (Sanchez-Sandoval et al., 2023).

En las células MDA-MB-231, un tratamiento con TTX durante 24 horas redujo
significativamente los niveles de ARNm de MMP-9. Por otro lado, al utilizar un modelo
de xenoinjerto ortotopico, el numero de células de MDA-MB-231 que expresan MMP-9
se vio significativamente disminuido en tumores animales tratados con fenitoina, un
bloqueador de VGSCs (Nelson et al., 2015).
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Los podosomas son estructuras que permiten a ciertos tipos de células migrar e invadir
a través de los tejidos al formar protrusiones ricas en actina en el borde delantero de la
célula, y romper los componentes de la matriz extracelular mediante la secrecion de
MMPs, facilitando el desprendimiento celular y la reconfiguracién del citoesqueleto para
impulsar el movimiento celular. Algunas de las células capaces de formar podosomas
son las células microgliales en el sistema nervioso central y los macrofagos en el resto
del cuerpo. Estas células contribuyen a la respuesta inmune al moverse rapidamente a
través de los microambientes de tejido para eliminar restos celulares y agentes
infecciosos. Los podosomas son estructuras dependientes de los VGSCs, estos canales
se encuentran de manera abundante en las membranas podosomales, con un posible

rol en la invasion celular (Angus & Ruben, 2019).

Durante el proceso de invasion, las células de cancer desarrollan regiones protuberantes
especializadas en la membrana y, debido al gran parecido en estructura y componentes
con los podosomas, estas estructuras se han identificado como invadosomas o
invadopodios. La actividad funcional de los VGSCs promueve cambios en la fisiologia
celular, lo cual activa el movimiento direccional celular iniciado por los invadopodios en
las células de cancer al inicio del proceso metastasico. La afluencia de sodio a través de
los VGSCs esta acoplada a la actividad de otras proteinas localizadas en balsas lipidicas
que potencian la reorganizacion del citoesqueleto, el desprendimiento celular de la matriz
extracelular y la invasion de tejidos circundantes y distantes (Sanchez-Sandoval et al.,
2023).

El bloqueo de los canales Nav1.5 suprime la activacion de Rac1, reduce la
reorganizacion del citoesqueleto y la migracion celular, mostrando un vinculo entre los
cambios eléctricos en la membrana plasmatica y la reorganizacion del citoesqueleto,
conectando con la adquisicion del fenotipo celular mesenquimal y el comportamiento

metastasico (Yang et al., 2020).

Las investigaciones en el rol mecanico de nNav1.5 en la metastasis revelan que el
nNav1.5 y el intercambiador de Na*/H* tipo 1 (NHE1), uno de los principales reguladores
de la salida de iones hidrégeno en las células de cancer de mama MDA-MB-231, se

encuentran localizados en las estructuras invasivas de las células (invadopodios). El
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nNav1.5 incrementa la actividad del NHE1, promoviendo la salida de H+ y acidificando
el pH extracelular. Debido a la acidez del medio, se activan las catepsinas que inducen
la protedlisis de la matriz extracelular y asi se incrementa la capacidad de invasion de

las células (Erdogan et al., 2023).

En las células de MDA-MB-231, la interaccion fisica entre Nav1.5, NHE1 y caveolina-1
en los invadopodios se ha mostrado por medio de ensayos de inmunoprecipitacion. La
activacién de Nav1.5 incrementa la actividad de la quinasa Src, modifica la polimerizacién
de F-actina y, por consiguiente, la regulacion de la formacion de invadopodios (Sanchez-
Sandoval et al., 2023).

Ademas de los canales de sodio, también se ha estudiado la relacion de los canales de
potasio con el cancer. Los canales de potasio son proteinas complejas que forman poros
selectivos para la conduccion de iones potasio (K*) en las membranas biolégicas, son
criticos en la homeostasis de K*, regulacién del volumen celular, establecimiento de
potenciales de reposo de membrana, liberacion de neurotransmisores y regulacion de la

excitabilidad en neuronas y tejido muscular (Zufiga et al., 2022).

Los canales de potasio pueden dividirse en cuatro tipos: rectificadores de entrada (Kir),
canales de dominio de doble poro (K2p), canales de potasio dependientes de voltaje (Kv)

y canales de potasio activados por calcio y sodio (Kcay Kna) (Sun et al., 2023).

Se ha hipotetizado que existe una relacion entre la sobreexpresion de canales de potasio
y la generacion, asi como el crecimiento, de tumores malignos; también se les ha
asociado a procesos como proliferacion celular, apoptosis y diferenciacion celular
(Zuniga et al., 2022). Un gran numero de estudios ha demostrado que la progresion del
cancer de mama esta estrechamente relacionada con una variedad de canales de
potasio, ya que se ha reportado la sobreexpresion de estos en tumores de mama, y se

han vinculado con la pobre prognosis de los pacientes (Hou et al., 2021).

La familia de los canales de potasio dependientes de voltaje es la mas numerosa entre
todos los tipos, contando con funciones relevantes en varios procesos celulares y
fisiologicos. Ademas, se han visto implicados en propiedades del cancer como

proliferacion celular, progresiéon y migracion (Zufiga et al., 2022).
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Los canales Kv1.3, miembros de la familia dependiente de voltaje y codificados por el
gen KCNAS, cuentan con un papel clave en diferentes procesos como la proliferacion
celular, apoptosis, establecimiento del potencial de reposo en la membrana celular y en
la regulacion del volumen celular. Asimismo, se ha asociado a los canales Kv1.3 con una

baja prognosis en pacientes con cancer de mama (Lastraioli, 2020).

Los canales Kv3.4 y Kv3.1 son conocidos por ser sensores de oxigeno, y su funcién en
la hipoxia ha sido ampliamente investigada. Estos canales estan relacionados con la
hipoxia de los tumores, y se encuentran involucrados en la migracion e invasion de las
células de cancer MDA-MB-231. Otro conjunto de experimentos ha demostrado una
expresion variada de canales Kv4.1 dependiendo de la fase del tumor en tejidos de

cancer de mama (Zuniga et al., 2022).

Se han encontrado altos niveles de la proteina Kv10.1, perteneciente a los canales
dependientes de voltaje y codificada por el gen KCNH1, en canceres de mama humanos.
El canal Kv10.1 se encuentra altamente sobre expresado en el cancer de mama triple
negativo con respecto a otros subtipos moleculares, asociandose con la etapa y tamafio

del tumor, asi como con las variaciones del ganglio linfatico (Lastraioli, 2020).

También se ha observado la sobreexpresion de los canales Kv11.1 en células de cancer
de mama. Los canales Kv11.1 cuentan con un papel clave en el ciclo celular, actuando
como reguladores de la apoptosis y proliferacion celular en el cancer (Zufiga et al.,
2022).

De esta manera, diferentes estudios han demostrado la posibilidad de utilizar los canales
idnicos como blancos terapéuticos. Se ha experimentado con la combinaciéon de
bloqueadores de canales especificos y medicamentos que se utilizan actualmente en el
area clinica; un ejemplo de ello es la inhibicion de las corrientes de Kv10.1 causada por
cloroquina, un farmaco utilizado para el tratamiento de la malaria que se ha investigado
por sus efectos antitumorales, esta inhibicién ha logrado reducir la migracion celular en
la linea celular MDA-MB-231 (Valdés-Abadia et al., 2019).
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4.8. Combinaciones terapéuticas en el cancer

Una amplia variedad de transportadores idnicos se expresa en células y tejidos de
cancer, contribuyendo de manera dinamica en las diferentes fases del proceso de este,
desde la actividad proliferativa inicial hasta la invasion y metastasis. Estos
transportadores o canales idnicos ofrecen ventajas significativas como posibles blancos
clinicos anticancerigenos, debido a que su farmacologia y atributos funcionales son
bastante comprendidos. Lo anterior esta generando posibilidades de tratamientos

novedosos, a menudo no invasivos y con minimos efectos secundarios (Djamgoz, 2022).

La readaptacion de farmacos se refiere a la identificacion de nuevas indicaciones para
drogas ya existentes, y ofrece ventajas sobre el descubrimiento de drogas desde cero,
incluyendo el uso de compuestos no riesgosos, cronogramas de desarrollo mas cortos,
y potencialmente costos generales de desarrollo mas bajos. Estas ventajas convierten a
la readaptacion de farmacos en una estrategia atractiva para el tratamiento de

enfermedades, incluyendo los tumores y el cancer (Song et al., 2022).

En el caso de los canales idnicos, ya se encuentra disponible una amplia serie de agentes
moduladores de mecanismos idnicos (bloqueadores/inhibidores o activadores) que
pueden ser empleados contra varios mecanismos del proceso cancerigeno. De hecho,
alrededor del 15% de los farmacos utilizados actualmente dirigen su efecto a los
transportadores idnicos, y estos podrian ser readaptados como farmacos para combatir
el cancer, aprovechando las ventajas clinicas de contar con una farmacocinética y

seguridad conocidas (Djamgoz, 2022).

Las modalidades clinicas de tratamiento que se emplean actualmente contra el cancer
(cirugia, quimioterapia, radioterapia) pueden ser mas efectivas con la combinacion de
moduladores de mecanismos iénicos, aumentando la eliminacion de las células
cancerigenas, de modo que potencialmente mejorarian los resultados de los pacientes.
Las combinaciones que involucren a los moduladores de mecanismos ionicos también
pueden suprimir algunos de los efectos secundarios no deseados de los tratamientos,
asi como evitar el desarrollo de resistencia contra los mismos. Ademas, debido a que
estos agentes pueden servir como farmacos anticancerigenos, las combinaciones

terapéuticas pueden ser triplemente beneficiosas (Djamgoz, 2022).
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4.9.Paroxetina como posible auxiliar en el tratamiento de cancer

La paroxetina (PX) es un antidepresivo que pertenece al grupo de los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina. Es un medicamento indicado para el
tratamiento de una variedad de trastornos de ansiedad, incluyendo el trastorno de
ansiedad generalizada, el trastorno obsesivo-compulsivo, el trastorno depresivo mayor,
trastorno disférico premenstrual, trastorno de estrés postraumatico, trastorno de panico

y trastorno de ansiedad social (Kowalska et al., 2021).

Se ha reportado en la literatura una estrecha relacion entre los antidepresivos y la
disfuncion de canales idnicos cardiacos. En el caso de la paroxetina, se ha establecido
un efecto inhibidor en la funcion de los canales de sodio neuronales Nav1.4, Nav1.7 y
Nav1.8. Ademas, un estudio de Plijter y colaboradores obtuvo como resultado que la
paroxetina inhibe la densidad de corriente pico del canal de sodio Nav1.5 en células HEK-
293, de manera dependiente de concentracion con una ICso de 6.8 uM. La paroxetina
inhibe la corriente del canal Nav1.5 al cambiar su inactivacion de estado estable hacia
potenciales mas hiperpolarizantes y aumenta la tasa de inactivacion de manera

dependiente de concentracion (Plijter et al., 2023).

Por otro lado, un estudio de Hwang y colaboradores demostré que la paroxetina reduce
las corrientes pico de los canales de potasio humanos Kv1.3 de manera dependiente de
concentracion con una ICso de 53.9 pM, en ovocitos de Xenopus laevis que fueron
inyectados con cARN que codifica los canales humanos Kv1.3 (Hwang et al., 2021). La
investigacion de Lee (2016) reportd que paroxetina inhibe la corriente de los canales
Kv1.5 de manera dependiente de concentracion. De igual manera, en otra publicacion
demostré que paroxetina inhibe la corriente de los canales Kv3.1, actuando como un

bloqueador de canal abierto (Lee et al., 2018).

En cuanto a su relacion con el cancer, se ha descubierto que paroxetina promueve la
apoptosis en células de cancer de pulmén al bloquear el flujo de la autofagia e inducir la
fragmentacion de mitocondrias. Paroxetina induce la muerte celular por medio de canales
de calcio tanto en células OC2 de cancer oral como en células PC3 de cancer de

prostata. Aunado a esto, la paroxetina también causa la apoptosis en células de cancer
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de mama humano MCF-7 al incrementar el calcio (Ca?*) extracelular o generar disfuncién

mitocondrial e inhibir canales de potasio (Song et al., 2022).

Otra investigacion revelé que paroxetina disminuye la viabilidad celular de manera
concentracion-dependiente en las células de cancer de colon humano HCT116 y HT29,
con una ICso de 26.49 uM (24h) y 13.50 uM (48h) en las células HCT116 y una ICso de
14.22 yM (24h) y 7.01 uM (48h) en las células HT29 (Jang et al., 2019).

Un estudio reciente mostré que paroxetina inhibe la proliferacién celular de dos lineas
celulares correspondientes al cancer de mama triple negativo, 4T1 y MDA-MB-231, con
una tendencia dependiente de concentracion, determinando las ICso a 24h, 48h y 72h:
19.44 uM, 13.34 yM y 7.63 pM para 4T1 y 22.3 pM, 19.38 uM, y 7.88 uM para MDA-MB-
231, respectivamente (Huang et al., 2024).

Sin embargo, se desconoce el impacto que la paroxetina tiene en los procesos de
migracion y viabilidad celular de lineas tumorales asociadas al cancer de mama triple
negativo por lo que, tomando como antecedentes los estudios anteriormente
mencionados y recordando que el cancer de mama triple negativo cuenta con una alta
expresion de canales Nav1.5 y canales Kv1.3, es relevante seguir estudiando los
procesos celulares antes descritos en busca de una respuesta que permita describir con
detalle las interacciones entre el farmaco, los canales y las células cancerigenas, y asi

proponer opciones terapéuticas coadyuvantes.

Ademas de lo anterior, en algunas pruebas clinicas, los antidepresivos han demostrado
ser efectivos contra desdrdenes mentales en pacientes que han sido tratados con
quimioterapia (Zheng et al., 2023). Esto indica la importancia de los antidepresivos en el

tratamiento de cancer desde otra perspectiva.

4.10. Mefloquina y su potencial para combatir el cancer

La mefloquina (MQ) es un agente antimalarico derivado del 4-aminoquinolina-metanol,
que esta quimicamente relacionado con la quinidina. La mefloquina es el farmaco de

eleccion para el tratamiento de la malaria de Plasmodium falciparum resistente a
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cloroquina. Las quinolinas son medicamentos con una gran variedad de efectos
secundarios, incluyendo alteraciones neuropsiquiatricas y gastrointestinales, asi como

anormalidades del sistema de conduccion cardiaco (Perez-Cortes et al., 2015).

La mefloquina también actua como un inhibidor de amplio espectro de varios receptores
y transportadores de la membrana celular. Los bloqueos de canales de membrana
causados por la mefloquina resultan principalmente en irregularidades del flujo de iones
y pequeias moléculas a través de la membrana, ocasionando la despolarizacién de la
misma. Varios canales de potasio son ubicuamente inhibidos por la mefloquina. El canal
de potasio dependiente de voltaje Kv4.2 es uno de ellos, ademas de los canales de
potasio cardiacos KvLQT1/mink, HERG (Kv11.1) y los canales de potasio dependientes
de ATP (complejo Katp) (Ghosh et al., 2021).

Un estudio demuestra que la mefloquina a concentraciones en el rango de 2.5 yM a 15
MM presenta una pronunciada actividad citotéxica en células de cancer de mama
positivas a estrogeno, triple negativas y resistentes a farmacos, indicando que este
agente deberia ser evaluado para su inclusién en terapias dirigidas a estos tipos de
cancer (Sharma et al., 2012). Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar ensayos
especificos para determinar con mayor exactitud su efecto en la actividad celular del

cancer de mama triple negativo.
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5. Planteamiento del problema

El cancer de mama se origina a partir del crecimiento descontrolado e independiente de
un grupo de células, las cuales forman un tumor maligno que puede invadir tejidos
circundantes y también 6rganos distantes (metastasis). La Organizacion Mundial de la

Salud lo reconoce como el tipo de cancer mas comun en el mundo.

De acuerdo con la OMS, en 2020, en todo el mundo se diagnosticd cancer de mama a
2.3 millones de mujeres, y 685,000 fallecieron por esa enfermedad. A fines del mismo
ano, 7.8 millones de mujeres a las que en los anteriores cinco afos se les habia
diagnosticado cancer de mama seguian con vida, lo que hace que este cancer sea el de
mayor prevalencia en el mundo. Se estima que, a nivel mundial, los afos de vida perdidos
ajustados en funcion de la discapacidad (AVAD) en mujeres con cancer de mama
superan a los de otro tipo de cancer. Se ha reportado que el cancer de mama afecta a
las mujeres de cualquier edad después de la pubertad en todos los paises del mundo,
pero las tasas de incidencia aumentan en su vida adulta (Organizacion Mundial de la
Salud, 2021).

En México, durante 2022, se registraron 23,790 nuevos casos de cancer de mama en la
poblacion mayor a 20 anos de edad. La tasa de incidencia de tumor maligno de mama a

nivel nacional fue de 27.64 casos nuevos por cada 100 mil habitantes mayores a 20 afios.

La distribucion de casos nuevos de tumor maligno de mama entre las mujeres de 20
afios 0 mas por entidad federativa para 2022, mostré que Baja California se encuentra
en el estrato con la incidencia mas alta, de 85.41 a 165.87 casos nuevos por cada 100

mil mujeres de 20 afos o mas (INEGI, 2023).

En México, segun las cifras preliminares de 2023, por tumores malignos fallecieron
89,633 personas de 20 afios y mas. De estas, 8,034 fueron por tumores malignos de
mama, lo que equivale a 9% del total. A nivel nacional, la tasa de mortalidad por cancer
de mama fue de 17.9 defunciones por cada 100 mil mujeres mayores a 20 afos de edad.
Baja California se encuentra entre los estados con las tasas mas altas de defunciones
(21.0 por cada 100 mil mujeres) (INEGI, 2024).
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El cancer de mama triple negativo, el cual es el enfoque principal de este estudio, es un
subtipo molecular que se caracteriza porque no posee ninguno de los receptores que se
han descrito en el cancer de mama (receptores de estrégeno, receptores de
progesterona y receptores del factor de crecimiento epidérmico humano 2). El cancer de
mama triple negativo representa entre el 15y 20% de los nuevos casos diagnosticados
de cancer de mama, con un ambiente molecular bastante complejo, bajas tasas de
deteccidon, una naturaleza agresiva y altamente proliferativa, asi como una prognosis
pobre. Las rapidas tasas de crecimiento de este subtipo de cancer promueven metastasis
a los pulmones, el higado y el cerebro, favoreciendo la recurrencia en los pacientes,
agravando su situacion clinica e impactando de manera negativa en las tasas de

supervivencia (Arroyo-Crespo et al., 2019).

El cancer de mama triple negativo actualmente carece de un blanco terapéutico
apropiado, y las estrategias que se utilizan para combatirlo han generado respuestas
muy variadas entre los pacientes. Adicionalmente, no existe un tratamiento

estandarizado para el cancer de mama triple negativo metastasico.

La quimioterapia es el tratamiento mas comun, pero inefectivo con el paso del tiempo, ya
que la recurrencia de los tumores es muy probable. En pacientes diagnosticados con
cancer de mama triple negativo, el tiempo promedio de relapso es de aproximadamente
19 a 40 meses, con una tasa de muerte del 75% durante los primeros 3 meses después
del relapso (Yin et al., 2020). Por lo tanto, existe la necesidad de investigar y proponer
nuevos tratamientos altamente efectivos, o bien, desarrollar terapias complementarias
que permitan evitar la progresion del cancer de mama y asi disminuir la probabilidad de
metastasis. Para ello, es importante conocer los factores determinantes que
desencadenan esta patologia y centrar proyectos de investigacion en la busqueda de
biomarcadores que sirvan como blanco para la deteccion temprana de este cancer; con
la finalidad de reducir las tasas de incidencia, prevalencia y mortalidad en la poblacion,

mejorando su calidad de vida.
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6. Justificacion

A lo largo de la ultima década se han incrementado en gran medida el numero de casos
nuevos de cancer de mama en todo el pais y, al mismo tiempo, han aumentado las tasas
de mortalidad en las mujeres mexicanas a causa de este tipo de tumores, siendo una de
las principales razones de fallecimiento en la poblacién femenina mayor a 20 anos. Si se
analiza la informacién por entidades federativas, Baja California se encuentra en el grupo
de estados con las mayores tasas de incidencia de cancer de mama y en el segundo
grupo con mas tasas de defuncion debido a esta enfermedad, dejando en claro que esta
zona del pais es una de las mas afectadas. Lo anterior demuestra la fuerte relacion entre
las prioridades de la region y el tema principal de esta investigacion, el cancer de mama,

ya que la salud de la poblacion es uno de los asuntos mas importantes dentro de un pais.

Con la investigacion planteada en este trabajo se busca expandir el conocimiento acerca
del cancer de mama, especificamente del subtipo triple negativo, ya que su naturaleza
altamente agresiva representa una amenaza no soélo para las personas que estan
diagnosticadas con este padecimiento sino también para la poblacion en general. La
informacion que se tiene acerca de este cancer sigue siendo muy escasa, principalmente
en lo que concierne a estrategias terapéuticas y de eficaz deteccidon que permitan
prevenir o detener la migracién de las células tumorales, por lo que existe una gran

necesidad de investigacién al respecto.

Asimismo, distintos trabajos de investigacién han reportado la importancia de los canales
idnicos dependientes de voltaje en procesos de migracién y metastasis celular; y se ha
planteado que pueden ser un elemento clave en el desarrollo de estrategias terapéuticas
para evitar el estado invasivo del cancer, y por ende combatir la migracion de las células
del cancer de mama triple negativo. Sin embargo, aun no se conoce por completo la
relacion entre los canales idnicos y la progresion de esta patologia. Por lo tanto, trabajos
enfocados en dilucidar el papel funcional de este tipo de proteinas integrales de
membrana, representan una alternativa esencial en la busqueda de tratamientos
coadyuvantes cruciales en la progresion y capacidad de metastasis de la enfermedad.
De esta manera, el conocimiento que se obtendra como resultado de este estudio tiene

como finalidad aportar a esa busqueda, una respuesta eficaz contra el cancer de mama
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triple negativo, teniendo como objetivo el desarrollo de terapias auxiliares a los métodos
universalmente utilizados como la quimioterapia. Igualmente, se plantea contribuir en la
busqueda de potenciales biomarcadores que permitan una deteccion temprana del
cancer de mama triple negativo, e incluso impulsen el desarrollo de tratamientos que se
dirijan especificamente a estos blancos; con lo que se podria atacar de manera mas

directa este padecimiento.

Los resultados obtenidos al final de la investigacion podran ser utilizados para su
divulgaciéon cientifica a manera de articulo o presentacion para dar a conocer los
hallazgos conseguidos, y asi sentar bases para futuros proyectos que tengan relacion
con el tema. La informacioén podra ser aprovechada para profundizar en el desarrollo de
las terapias del cancer de mama triple negativo y sobre todo comunicar la importancia
de esta enfermedad y su impacto en la poblacion. Beneficiando no solamente a las miles
de mujeres mexicanas afectadas por este cancer, sino también a la poblacién femenina
en general, ya que este es un problema de escala global. Todos los esfuerzos van
orientados hacia la innovacion cientifica en la medicina y la evaluacion de la aplicabilidad
en la practica de los procesos estudiados, con el objetivo de brindar una mayor seguridad

y mejor atencion a los pacientes durante su padecimiento.
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7. Hipétesis

Mefloquina y paroxetina inhiben significativamente la viabilidad y migracion celular en la
linea celular MDA-MB-231.

8. Objetivos
8.1.Objetivo general

Analizar el efecto de mefloquina y paroxetina sobre la viabilidad y migracion celular en la

linea MDA-MB-231 asociada al cancer de mama triple negativo.

8.2.Objetivos especificos

1) Determinar la viabilidad celular en presencia de mefloquina y paroxetina en la
linea celular MDA-MB-231.

2) Evaluar el efecto de los compuestos mefloquina y paroxetina sobre la migracion
celular en la linea celular MDA-MB-231.

3) Comparar los efectos citotdéxicos de los compuestos mefloquina y paroxetina

sobre la viabilidad y migracion celular de la linea celular MDA-MB-231.
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9. Materiales y métodos
9.1.Cultivo de la linea celular

La linea celular MDA-MB-231 (American Type Culture Collection, EE. UU.) se cultivo en
placas con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 3.5
g/L de glucosa, 3.7 g/L de bicarbonato de sodio, 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB)
inactivado (Gibco, EE. UU.) y una mezcla de antibiotico-antimicotico 2x [200 unidades/mL
de penicilina, 200 pg/mL de estreptomicina y 0.50 uyg/mL de anfotericina B (Gibco, EE.
UU.)], manteniéndose a 37°C en una incubadora con atmadsfera humidificada de 5% CO2
- 95% aire. El mantenimiento de la linea celular se llevé a cabo realizando subcultivos de

baja densidad cada 3 a 5 dias.

Para realizar el subcultivo de la linea celular, se seleccion6 el cultivo con una confluencia
de células vivas cercana al 90%. Se trabajé en campana de flujo laminar, cerciorandose
de que todas las soluciones y equipos que entraron en contacto con las células fueran
estériles. Se comenzé removiendo y desechando el medio de cultivo contenido en la caja
Petri seleccionada. Posteriormente, se lavaron las células utilizando la solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (PBS) sin calcio ni magnesio (aproximadamente 2
mL por cada 10 cm? de superficie de cultivo). La solucién de lavado se agregd
gentilmente en el lado del recipiente opuesto a la monocapa celular para evitar alterarla,
después se sacudié ligeramente el recipiente para distribuir la solucion de manera

uniforme durante aproximadamente 30 segundos y finalmente se retiré de la caja Petri.

El siguiente paso fue agregar tripsina (reactivo de disociacion) para provocar un
desprendimiento de las células que se encontraban adheridas a la base de la caja Petri;
se utilizé reactivo suficiente para cubrir la monocapa celular y se sacudié gentilmente el
contenedor para distribuir en toda la superficie. Una vez desprendidas, se agregé medio
de cultivo completo con la finalidad de inactivar la tripsina. Posteriormente, se
transfirieron las células a un cubo coénico de 15 mL y se centrifugé a 2000 RPM durante
2 minutos, con lo cual se obtuvo un agregado celular en el fondo del tubo. Se desechd el
medio con la tripsina inactivada por decantacion y se resuspendi6 el agregado celular en

un volumen minimo de medio de cultivo completo.
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Una vez distribuidas las células en el medio, se tom6 una muestra para conteo y se
determind el numero total de células (concentracion celular) utilizando una camara de
Neubauer y el método de viabilidad celular por exclusion con azul de tripano. Para
finalizar, se agreg6 el volumen apropiado de suspensién celular a nuevos recipientes de
cultivo, y se colocaron las células en la incubadora en las condiciones previamente

mencionadas.

9.2.Preparacién de soluciones de farmacos

Los compuestos paroxetina y mefloquina fueron comprados de Sigma-Aldrich (EE. UU.).
Mefloquina se disolvié en dimetilsulféxido (DMSO), preparando soluciones stock de 0.25
mM, 1 mM, 2.5 mMy 7.5 mM. Para los experimentos se trabajoé con concentraciones en
el rango de 0.5 yM a 30 uM en medio de cultivo. Paroxetina se disolvié en DMSO para
preparar soluciones stock de 0.5 mM, 3 mM, 7.5 mM y 20 mM. Las soluciones de trabajo
de PX fueron preparadas en medio de cultivo y se encuentran en el rango de 1 yM a 100

MM. En ningun ensayo se superé la concentracion final de DMSO de 0.5% (v/v).

El compuesto mitomicina C fue adquirido de Santa Cruz Biotechnology (EE. UU.). Se
disolvié en agua grado tipo | para obtener un stock de 1.5 mM y se trabajé con una

concentracion de 12 uM en medio de cultivo.

9.3. Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Para la preparacién de la solucién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT), se disolvio MTT en medio con suero reducido Opti-MEM (Gibco, USA)
a 2.1 mg/mL. Posteriormente, se filtré la solucién a través de un filtro de 0.2 um dentro
de un contenedor estéril. La solucion de MTT se almacend sin exposicion alaluz, a4 °C

para uso frecuente o a -20 °C para almacenamiento a largo plazo.

Para preparar el buffer de lisis se selecciond un contenedor apropiado para resistir el
solvente y se trabajé bajo campana de extraccion. Primero, se prepard dimetilformamida

50% (v/v) en agua grado tipo | y se agrego soluciéon de dodecilsulfato sédico 20% (v/v).
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La solucion se almacen6 a temperatura ambiente para evitar la precipitacion del

dodecilsulfato sddico.

Para el ensayo se sembraron las células en placas de 96 pocillos de manera que al
agregar 100 pL de solucién celular (con medio DMEM al 10% de SFB) se adicionaron
11,000 células en cada pocillo. Al llegar a una confluencia celular del 80%, se decantd la
placa en gasa estéril para desechar el medio de cultivo. Se colocaron las células en
tratamiento previo (ayuno) agregando 100 pyL de medio Opti-MEM por cada pozo e

incubando durante 2 horas a 37 °C.

Nuevamente se decanté la placa en gasa estéril para eliminar el medio utilizado en el
ayuno. Se adicion6 a cada pozo 100 yL de medio Opti-MEM con la concentracion de
tratamiento deseada, ajustando a las condiciones a evaluar, y se coloco la placa en

incubadora durante 48 horas a 37 °C.

Una vez transcurrido el tiempo, se agregaron 30 pL de la solucién de MTT por pocillo y
se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Después se agregaron 100 uL de buffer de lisis a
cada pocillo para disolver los cristales de formazan que se generaron y se incubé durante

toda la noche. Finalmente, se leyd la absorbancia a 590 nm.

9.4. Analisis de combinacién de farmacos

Se evalud la viabilidad celular por medio del ensayo MTT combinando diferentes
concentraciones de mefloquina y paroxetina. Se generd una matriz con los resultados de
las combinaciones y se analizo utilizando el software SynergyFinder 3.0 (lanevski et al.,
2022) para evaluar la interaccion entre farmacos. Las respuestas esperadas de la
combinacioén de farmacos fueron calculadas segun el modelo de potencia de interaccion
cero (ZIP), bajo la asuncion de que ambos farmacos no potencian su efecto entre si. Los

puntajes de sinergia se interpretaron de la siguiente manera:

¢ Menor a -10: es probable que la interaccion entre ambos farmacos sea

antagonista.
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¢ Entre -10 y 10: es probable que la interaccion entre ambos farmacos sea aditiva.

¢ Mayor a 10: es probable que la interaccion entre ambos farmacos sea sinérgica.

9.5. Ensayo de migracién celular (cierre de herida)

Se cultivaron las células en placas de 12 pocillos utilizando medio DMEM suplementado
con 10% de SFB hasta alcanzar una confluencia celular de 90% en cada pocillo.
Posteriormente, se realizé un tratamiento a las células, reemplazando el DMEM al 10%
de SFB por DMEM sin suero fetal bovino con una concentracion de 12 uM de mitomicina
e incubando durante 2 horas a 37 °C para inhibir la proliferacion durante el experimento.
Una vez transcurrido el tiempo, se raspd la monocapa celular en linea recta con una
punta de micropipeta de 200 pL, creando una herida. Se eliminaron los residuos
desechando el medio de cultivo y posteriormente se lavaron las células por duplicado
con 300 pL de PBS en cada lavado. Por ultimo, se agregd medio de cultivo suplementado
con 5% de suero fetal bovino. En el caso de los ensayos con farmaco, se adicion6 a cada

pocillo el volumen correspondiente de solucion segun la concentracion a probar.

Se documentaron fotograficamente los resultados utilizando una camara acoplada a un
microscopio invertido; se capturd la primera imagen de cada herida a las 0 horas.
Posteriormente, se almaceno la placa de cultivo en incubadora a 37 °C. El tiempo de
incubacion debia permitir que las células con una migracion mas rapida alcancen a cerrar
la herida por completo, para la linea MDA-MB-231 este tiempo fue de 48 horas. Se
examinaron los cultivos periédicamente, y después se reanudd la incubacion las veces

requeridas.

Para dar por terminado el ensayo, se analizaron las imagenes obtenidas en cada muestra
utilizando el software Imaged y se compararon las imagenes en los distintos tiempos,

reportandose el porcentaje de cierre de la herida.
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9.6.Ensayo de migracion celular (Transwell)

Se cultivaron células MDA-MB-231 en caja Petri con DMEM (10% SFB) hasta alcanzar
alta confluencia. Dos horas antes de comenzar el ensayo, se removio el medio con suero
y se agregd mitomicina C en DMEM experimental (0% SFB) hasta alcanzar una

concentracion final de 12 uM. Se incubd la caja a 37 °C durante 2 horas.

Una vez finalizado el ayuno de las células, se realizo el procedimiento de resiembra
celular, evitando completamente el contacto de las células con medio que contenga
suero fetal bovino. Para disminuir la accion de la tripsina, se diluyé con un volumen
maximo de DMEM experimental. Se prepard una solucion de 15,000 células por cada
100 pL de medio.

Se colocaron los insertos Transwell en una placa de 24 pocillos utilizando pinzas estériles
previamente bafiadas en etanol y se anadieron 100 yL de células dentro de cada
canastilla. Se agrego 600 pL de cada solucion de condicion experimental en los pocillos
vacios y posteriormente se movieron los Transwell hacia estos. Se incubd la placa a 37

°C durante 48 horas.

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento, se retird la placa de la incubadora y se coloco
cada inserto en un pocillo con 600 pL de solucion de fijacion (formaldehido 4%) por 5
minutos. Después se realizé un lavado con 600 uL de PBS a cada inserto y se retir6 el

exceso de liquido en la parte superior utilizando hisopos de algodén.

Para tefir las células fijadas, se colocd cada canastilla en un pocillo con 600 yL de
solucién de cristal violeta (0.2% v/v) durante 15 minutos. Tras finalizar la tincion, se lavo
cada inserto por triplicado en PBS y se les retir6 el exceso de cristal violeta en la parte

superior utilizando pequefos trozos de algodon.

Utilizando una camara acoplada a un microscopio invertido con un aumento de 5x, se
capturaron tres imagenes en distintas zonas de la parte inferior de cada inserto.
Finalmente, estas imagenes se analizaron en el software Imaged para realizar un conteo

de las células que migraron a través del Transwell.
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9.7. Analisis estadistico

Los resultados son expresados como la media * desviacion estandar (n = numero de
experimentos). Los graficos y analisis de los datos experimentales se realizaron con el
programa GraphPad Prism (version 9.3.0). Para evaluar la significancia estadistica de
los resultados obtenidos se utilizé la prueba t de Student para muestras independientes.
Para comparaciones multiples se utilizé el método de analisis de varianza ANOVA
seguido de una prueba de Dunnett. En el analisis de los ensayos de viabilidad se utilizo
ANOVA de bloques aleatorizados para controlar la variabilidad entre placas. La
estadistica se realizé utilizando los datos crudos, estos datos se transformaron a
porcentaje relativo al control para las figuras y descripcion. Un valor de p < 0.05 se

consider6 estadisticamente significativo.
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10.Resultados
10.1. Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Como se muestra en la figura 6, se evalud el efecto del farmaco mefloquina sobre la
viabilidad celular de la linea de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 utilizando
el ensayo de MTT en condiciones control (sin farmaco), en presencia del vehiculo DMSO
(0.5% v/v) y en un rango de concentraciones de MQ desde 0.5 yM hasta 30 yM, con un
tiempo de exposicion de 48 horas. Los porcentajes de viabilidad se normalizaron
respecto a lo obtenido en las células control, tomando este valor como 100%. En
presencia de la maxima concentracion utilizada del vehiculo DMSO (0.5% v/v), el valor
de la viabilidad fue 99.5 £ 10.2%, esto no representé diferencia estadistica con el control,

por lo que se utilizaron las células en condiciones control como referencia en los analisis.

Con las concentraciones de 0.5 uM, 1 uM, 5 uM, 7 uM y 10 uM de mefloquina, los
resultados de la viabilidad celular fueron 102.6 £ 15.86%, 99.8 + 10.6%, 99.5 + 9.2%,
102.1 £ 7.0%, 99.7 + 10.4% y 88.9 + 11.2%, respectivamente. Como se observa en la
figura 6, al exponer las células a las concentraciones ya mencionadas de mefloquina, no
se obtuvieron cambios significativos en la viabilidad celular respecto al control. El
tratamiento con una concentracién de 15 yM de MQ dio como resultado una viabilidad
del 60.8 + 15.8%, lo cual representd una disminucién estadisticamente significativa (p <
0.0001) respecto a las condiciones control. Asimismo, al agregar una concentracion de
30 uM de MQ, la viabilidad celular se redujo significativamente (p < 0.0001), con un valor

de 19.0 £ 0.1% en comparacioén al control.
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Figura 6. Efecto de mefloquina sobre la viabilidad celular en la linea celular MDA-MB-231 evaluada con el
ensayo de MTT. Las células fueron expuestas a un 0.5% v/v del vehiculo (DMSQO) y a distintas
concentraciones de MQ (0.5 - 30 uM) durante 48 horas (n = 3). Los datos se presentan como la media +
desviacion estandar del porcentaje de viabilidad respecto al control. **** p < 0.0001, respecto a las

condiciones control.

Para determinar la concentracién inhibitoria media (ICs0) se realiz6 un analisis de
regresion no lineal (Fig. 7), resultando en una curva con una R? igual a 0.91. La ICso de

mefloquina sobre la linea celular MDA-MB-231 a 48 horas obtenida fue de 15.48 uM.
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Figura 7. Curva concentracion-efecto de mefloquina sobre la viabilidad celular en la linea MDA-MB-231,
donde se muestra una ICso = 15.48 uM. La curva cuenta con un valor de R? = 0.91. Los datos se presentan

como la media * desviacion estandar.

En la figura 8 se observa cémo por medio del ensayo MTT se evaluo el efecto del farmaco
paroxetina sobre la viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 en un rango de
concentraciones de 1 yM a 100 uM de PX durante un periodo de 48 horas. Los resultados
se normalizaron considerando 100% de viabilidad en las condiciones control debido a
qgue no existieron cambios significativos en la viabilidad celular al cultivar las células con
la maxima concentracién utilizada de vehiculo, cuyo valor fue de 94.9 £ 10.1%. En
presencia de las concentraciones 1 yM, 5 yM, 10 uM, 15 pM, 20 uM y 30 uM de PX, los
porcentajes obtenidos fueron 92.3 + 8.9%, 94.0 + 4.8%, 91.4 +6.1%, 89.4 + 9.2%, 88.1
+47% y 76.3 + 3.9%, respectivamente, ninguna de estas concentraciones presenté
diferencia significativa respecto al control. La disminucién en la viabilidad se incremento
significativamente (p < 0.001) utilizando las concentraciones de 50 uM y 100 uM del
farmaco, alcanzando un valor de 8.1 £ 2.8% en ambos casos comparando con las células

sin tratamiento.
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Figura 8. Efecto de paroxetina sobre la viabilidad celular en la linea celular MDA-MB-231 evaluada con el
ensayo de MTT. Las células fueron expuestas a un 0.5% v/v del vehiculo (DMSO) y a distintas
concentraciones de PX (1 - 100 uM) durante 48 horas (n = 3). Los datos se presentan como la media +

*kk

desviacién estadndar del porcentaje de viabilidad respecto al control. p < 0.001, respecto a las

condiciones control.

Se determind que la ICso de paroxetina sobre la viabilidad celular de la linea MDA-MB-
231 a una exposicion de 48 horas es 34.07 uM. Lo anterior se obtuvo mediante un
analisis de regresion no lineal, resultando en una curva con un valor de R? igual a 0.97
(Fig. 9).
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Figura 9. Curva concentracion-efecto de paroxetina sobre la viabilidad celular en la linea MDA-MB-231,
donde se muestra una ICso = 34.07 pM. La curva cuenta con un valor de R? = 0.97. Los datos se presentan

como la media * desviacion estandar.

10.2. Ensayo de viabilidad celular en combinacion de farmacos

Se evalud el efecto de la combinacion de concentraciones bajas de mefloquina y
paroxetina sobre la viabilidad de la linea celular MDA-MB-231 utilizando el ensayo de
MTT, con un tiempo de 48 horas (Fig. 10). Como condicién control se tomé la viabilidad
celular en la ausencia de ambos farmacos y los resultados se expresaron en términos de
porcentaje del control. Durante este analisis, los efectos de paroxetina de manera
individual para las concentraciones de 1 uM, 5 uM y 10 pM fueron 127.0 £ 24.4%, 107.5
+ 15.3% y 91.8 + 20.8%, respectivamente (Fig. 10A). Para mefloquina, utilizando las
concentraciones de 1 uM, 3 pM y 5 UM, los porcentajes fueron 98.1 + 6.4, 103.1 + 8.6%
y 102.7 + 23.4%, respectivamente. Estas concentraciones por si mismas no generaron
una diferencia significativa en la viabilidad respecto a las condiciones control (como se

reportd previamente en las figuras 6 y 8).
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Al combinar 1 yM de mefloquina con 1 pM, 5 yM y 10 uM de paroxetina, se obtuvo una
viabilidad porcentual de 1084 + 16.4%, 1074 + 209% vy 77.31 = 25.55%,
respectivamente. Este conjunto de combinaciones no cambid de manera significativa la
viabilidad respecto al control, ni tampoco respecto a las concentraciones individuales
(Fig. 10B).

La exposicion combinada de 3 uM de mefloquina con 1 uM de paroxetina tampoco
genero diferencia estadistica en la viabilidad celular, resultando en 110.5 £ 17.8%. Sin
embargo, la presencia combinada de 3 yM de MQ con 5 pM de PX 'y con 10 uM de PX,
redujo significativamente la viabilidad a 78.17 + 15.0% y 40.5 + 20.4%, respectivamente,
comparada con la respuesta en condiciones control y también a la exposicidn individual

de 10 uM de paroxetina (p < 0.001), tal como se muestra en la figura 10C.
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Figura 10. Efecto de la aplicacion combinada de paroxetina y mefloquina sobre la viabilidad celular en la
linea celular MDA-MB-231 evaluada con el ensayo de MTT. Las células fueron expuestas a las
concentraciones de 1 uyM, 5 yM y 10 uM de paroxetina, en ausencia (A) y en presencia de 1 yM (B), 3 uM
(C)y 5 uM (D) de mefloquina, durante 48 horas (n = 4). Los datos se presentan como la media £ desviacion
estandar del porcentaje de viabilidad respecto al control. *** p < 0.001, **** p < 0.0001, respecto a las

concentraciones correspondientes de paroxetina en ausencia de mefloquina (A).
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La exposiciéon combinada de 5 yM de mefloquina con cada una de las concentraciones
evaluadas de paroxetina, 1 yM, 5 yM y 10 uM, resultdé en una viabilidad celular
estadisticamente menor a las condiciones control, siendo 80.87 + 15.1%, 27.3 + 16.8%
y 15.5 + 2.3%, respectivamente. Como se puede observar en la figura 10D, este conjunto
de combinaciones generd una reduccién notable (p < 0.0001) en comparacién con la

aplicacién individual de paroxetina.

Para determinar el tipo de interaccién que existe entre mefloquina y paroxetina al actuar
sobre la viabilidad celular utilizando el software Synergyfinder, los resultados de las
combinaciones de los farmacos fueron transformados a porcentaje de inhibicion,
restando a 100% el porcentaje de viabilidad obtenido en cada combinacion. Al aumentar
la concentracion de cada farmaco en las combinaciones, se increment6 de manera
gradual el porcentaje de inhibicion de la viabilidad (Fig. 11). EI mayor porcentaje de
inhibicion, 84.46%, se obtuvo con la combinacion de 5 yM de MQ y 10 uM de PX.
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Figura 11. Mapa de calor del porcentaje de inhibicion en la viabilidad celular de la linea celular MDA-MB-
231 al realizar combinaciones de diferentes concentraciones de mefloquina (1, 3 y 5 uM) y paroxetina (1,
5,y 10 uM), tras 48 horas de exposicion (n = 4). Los datos se presentan como la media del porcentaje de

inhibicidon en cada una de las combinaciones.
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El analisis de sinergia utilizando el modelo de referencia ZIP arrojé un puntaje de sinergia
de 12.791; por lo tanto, este modelo nos indica que el efecto sobre la viabilidad celular

de la aplicacion combinada de mefloquina y paroxetina es sinérgico.

La figura 12 muestra un mapa de sinergia entre mefloquina y paroxetina, en el cual se
observan las zonas donde el puntaje es positivo (sinergia), negativo (antagonismo) o
cercano a cero (aditivo). El area mas sinérgica se encuentra en las combinaciones de
concentraciones mas altas, especificamente en las regiones de 3 yM a 5 yM de
mefloquina y de 5 yM a 10 yM de paroxetina.

ZIP synergy score: 12.791

Mefloguina (uM)

Paroxetina (uM)

Figura 12. Mapa en 2D del andlisis de sinergia entre las diferentes concentraciones de mefloquina y
paroxetina sobre la viabilidad celular de la linea celular MDA-MB-231. El grafico presenta los puntajes de
sinergia segun el modelo ZIP, asi como el area mas sinérgica. Los puntajes se interpretan de la siguiente

manera: 6 < -10 efecto antagonista, -10 < & < 10 efecto aditivo, & > 10 efecto sinérgico.
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Una representacion del mapa tridimensional de sinergia entre mefloquina y paroxetina
se encuentra en la figura 13. El grado de interaccion entre los farmacos genera diferentes
alturas en el eje Z, los picos (valores positivos) representan sinergia, los valles (valores
negativos) representan antagonismo, mientras que las superficies planas (valores
cercanos a cero) representan efecto aditivo. El pico maximo, con un puntaje de sinergia

de 53.92, es el resultado de la combinacion de 5 yM de MQ y 10 uM de PX.
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Figura 13. Mapa en 3D del analisis de sinergia entre las diferentes concentraciones de mefloquina y
paroxetina sobre la viabilidad celular de la linea celular MDA-MB-231. El gréfico presenta los puntajes de

sinergia segun el modelo ZIP, los cuales se interpretan de la siguiente manera: & < -10 efecto antagonista,
-10 < & < 10 efecto aditivo, & > 10 efecto sinérgico.

10.3. Ensayo de migracion celular (cierre de herida)

Se analizé el efecto de los farmacos mefloquina y paroxetina sobre la migracion celular
de la linea MDA-MB-231 utilizando el ensayo de cierre de herida. La experimentacion se
llevé a cabo en condiciones control positivo (DMEM sin farmaco con 5% de SFB), control

negativo (DMEM sin farmaco y sin SFB), en presencia de la maxima concentracion
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utilizada de vehiculo (DMSO 0.5% v/v) y en un rango de concentraciones de MQ de 1
MM hasta 10 uM y de PX de 1 uM hasta 20 uM (todos los compuestos en solucion con
5% de SFB), con un tiempo de exposicion de 24 y 48 horas.

En la figura 14 se pueden observar imagenes representativas de la migracion celular en
la linea MDA-MB-231 en condiciones control positivo. Se presentd un cierre completo a
las 48 horas de haber realizado la herida. Por otro lado, en la figura 15 se representa la
migracion celular limitada cuando se realiz6 el ensayo en condiciones control negativo.
La ausencia total de los componentes que provee el suero impidio el cierre de la herida

incluso al alcanzar las 48 horas de prueba, cumpliendo la funcién de mostrar un cultivo

en el que se conoce que las células no seran capaces de migrar.

i B s pllrec
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Figura 14. Representacion de ensayo de herida en condiciones control positivo. Células MDA-MB-231

en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) O horas, (B) 24
horas, y (C) 48 horas.
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Figura 15. Representacion de ensayo de herida en condiciones control negativo. Células MDA-MB-231
en medio DMEM sin suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) 0 horas, (B) 24 horas, y (C) 48 horas.
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En la figura 16 se muestra el comportamiento de las células al aplicar una concentracion
de 1 uM de mefloquina, donde se observo un cierre parcial (alrededor de 90%) a las 24
horas y un cierre completo a las 48 horas; mientras que en la figura 17, al agregar 3 uyM
del farmaco, se obtiene un cierre parcial (alrededor de 75%) a las 24 horas y un cierre
de aproximadamente 95% a las 48 horas. Con ambas concentraciones, las células

migraron de manera similar a las condiciones control positivo, es decir, no se presenté

ningun cambio.

Figura 16. Representacion de ensayo de herida con una concentracion de 1 uM de MQ. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) O horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.

Figura 17. Representaciéon de ensayo de herida con una concentracion de 3 uM de MQ. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) O horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.
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Los efectos de las concentraciones 5 uyM y 7 uM de mefloquina en la migracion celular
se muestran en la figura 18 y la figura 19, respectivamente. En ambas figuras se observo
un cierre menor de la herida a las 24 horas, aproximadamente 50% y 40%,
respectivamente, si se compara con la imagen correspondiente al control. Lo mismo
sucede alas 48 horas, las células no lograron cerrar por completo la herida, obteniéndose
un porcentaje de cierre de 80% y 70% aproximadamente, para 5 yM y 7 uM,

respectivamente. La diferencia en comparacioén a las condiciones control fue mas notable

utilizando la concentraciéon de 7 uM.

Figura 18. Representacion de ensayo de herida con una concentracion de 5 yuM de MQ. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) O horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.

Figura 19. Representacion de ensayo de herida con una concentracion de 7 uM de MQ. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) O horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.
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La concentracion mas alta de la experimentacion con mefloquina fue de 10 pM,
representada en las imagenes de la figura 20. El efecto de reduccion del porcentaje de
cierre de herida fue mayor en comparacion con las células control. Este comportamiento
se observo desde las 24 horas de exposicidén al farmaco, con un cierre aproximado del

50%, y continua hasta las 48 horas, con un cierre de 65% aproximadamente.

Figura 20. Representacion de ensayo de herida con una concentracién de 10 uM de MQ. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) 0 horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.

El porcentaje de cierre de herida por parte de las células en condiciones control positivo
a las 24 horas fue de 79.7 £ 14.1%. En ese mismo tiempo, las células expuestas a la
maxima concentracion de vehiculo utilizada (DMSO 5% v/v) tuvieron un cierre de 78.5 £
14.1%, lo cual no representé un cambio significativo respecto al control, por lo que se
utilizaron las células en condiciones control como referencia. Los valores de cierre
obtenidos a las 24 horas para las concentraciones de 1 uM, 3 uM y 5 uM de mefloquina
fueron 75.9 + 13.3%, 75.1 £ 10.3% y 68.3 + 14.4%, respectivamente; no se observo una
diferencia significativa comparando con el control en los tres casos. La primera reduccion
significativa (p < 0.05) en el cierre de herida respecto al control ocurri6 a una
concentracion de 7 yM de MQ, con un porcentaje de 56.3 £ 10.1%. La exposicion de la
linea celular a 10 pM del compuesto también indico un efecto estadisticamente
significativo (p < 0.01) en comparacion al control, con un valor de 59.2 + 5.2%.
Finalmente, las células en presencia de medio DMEM sin suero (control negativo)

presentaron un cierre de 40.7 £ 6.7% a las 24 horas, una diferencia significativa (p <
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0.0001) si se compara con las células control positivo. Estos resultados se encuentran

resumidos en la figura 21.

100-
S
= 801 T
-g * *X
|-
2 601 1 &
Q S Kok kK
g 0 =
e 40' J_
-
2
© 20-
0' T T T T
& M o
SRS &
o°° ®

Mefloquina [uM]

Figura 21. Comparacioén del porcentaje de cierre de herida en presencia de mefloquina en la linea celular
MDA-MB-231 después de 24 horas de transcurrido el ensayo. Se estudiaron las siguientes condiciones
experimentales: control positivo, DMSO 0.5% v/v, MQ 1 pM, MQ 3 pM, MQ 5 pM, MQ 7 uM, MQ 10 pM,
control negativo (n = 5). Los datos se presentan como la media + desviacion estandar del porcentaje de
cierre en cada una de las condiciones. * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001, respecto a la media del

control.

Transcurridas las 48 horas de prueba (Fig. 22), las células en condiciones control
alcanzaron un cierre de herida igual a 97.1 £ 4.2%. Aquellas células en presencia de
DMSO 0.5% (v/v) lograron un cierre de 96.3 + 4.9%, esto no representa una diferencia
estadistica respecto al control. Para las concentraciones de 1 yM, 3 uM y 5 uM de
mefloquina tampoco hubo disminucién significativa en los porcentajes de cierre al

comparar con el control, dando como resultado 96.6 + 3.5%, 94.6 + 3.7% y 92.9 £ 8.2%,
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respectivamente. La concentracion de MQ 7 uM redujo significativamente el cierre de
herida (p < 0.01), resultando en 79.6 £ 6.0%; esa misma diferencia se obtuvo utilizando
la concentracion de 10 yM, con un 77.5 = 5.9% de cierre. Las células en condiciones
control negativo alcanzaron un cierre de 44.3 £ 6.7%, una gran diferencia estadistica (p

< 0.0001) al comparar con su contraparte positiva.
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Figura 22. Comparacioén del porcentaje de cierre de herida en presencia de mefloquina en la linea celular
MDA-MB-231 después de 48 horas de transcurrido el ensayo. Se estudiaron las siguientes condiciones
experimentales: control positivo, DMSO 0.5% v/v, MQ 1 uM, MQ 3 pM, MQ 5 pM, MQ 7 pM, MQ 10 uM,
control negativo (n = 5). Los datos se presentan como la media + desviacion estandar del porcentaje de

cierre en cada una de las condiciones. ** p < 0.01, **** p < 0.0001, respecto a la media del control.

En la figura 23 se muestra el anélisis comparativo del porcentaje de cierre de herida a
las 24 y 48 horas, después de su exposicion a mefloquina. En ambos tiempos, las
concentraciones del farmaco que presentaron un comportamiento significativamente

diferente al de las células control fueron 7 uM'y 10 yM.
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Figura 23. Comparacion del porcentaje de cierre de herida en presencia de mefloquina en la linea celular
MDA-MB-231 después de 24 y 48 horas de transcurrido el ensayo. Se estudiaron las siguientes
condiciones experimentales: control positivo, DMSO 0.5% v/v, MQ 1 yM, MQ 3 pM, MQ 5 uM, MQ 7 uM,
MQ 10 uM, control negativo (n = 5). Los datos se presentan como la media + desviacion estandar del
porcentaje de cierre en cada una de las condiciones. # p < 0.05, ## p < 0.01, #### p < 0.0001, respecto a
la media del control a las 24 horas. ** p < 0.01, **** p < 0.0001, respecto a la media del control a las 48

horas.

En la figura 24 se representa el comportamiento tipico de la linea celular MDA-MB-231
durante el ensayo de cierre de herida después de exponer a las células a una
concentracion de 1 yM de paroxetina, a las 24 horas se obtuvo un cierre parcial
(aproximadamente 85%) y a las 48 horas un cierre del 100%. En la figura 25 se muestra
lo mismo para una concentracion de 5 uM, con un menor cierre después de 24 horas
(alrededor de 70%), y de manera similar un cierre completo de la herida a las 48 horas.

Ambas condiciones con comportamiento similar a las del control, al finalizar el ensayo.
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Figura 24. Representacion de ensayo de herida con una concentracion de 1 uM de PX. Células MDA-MB-
231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) 0 horas, (B)
24 horas, y (C) 48 horas.

Figura 25. Representacion de ensayo de herida con una concentracion de 5 uM de PX. Células MDA-MB-
231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) 0 horas, (B)
24 horas, y (C) 48 horas.

Los efectos de una concentracion de 10 uM de PX en la migracién de las células se
pueden observar en la figura 26, con un cierre aproximado del 50% a las 24 horas y del
80% a las 48 horas. Por su parte, la figura 27 muestra estos efectos de manera mas
notable (comparando con lo observado en el control) al utilizar una concentracion de 15

MM, resultado en un cierre de aproximadamente 50% a las 24 horas y 70% a las 48 horas.
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Figura 26. Representacion de ensayo de herida con una concentracién de 10 uM de PX. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) 0 horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.

Figura 27. Representacion de ensayo de herida con una concentracién de 15 uyM de PX. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) 0 horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.

La figura 28 permite apreciar una representacion de las células al ser expuestas a una
concentracion de 20 uM de PX, en estas imagenes las células alcanzaron un porcentaje
de cierre cercano al 40% en 24 horas, y del 60% aproximadamente en 48 horas. Esto es

muy diferente a lo observado en la figura 10 de las células control.
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Figura 28. Representacion de ensayo de herida con una concentracién de 20 uM de PX. Células MDA-
MB-231 en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Ensayo de herida a las (A) 0 horas,
(B) 24 horas, y (C) 48 horas.

En los ensayos con paroxetina a las 24 horas de crear la raspadura (Fig. 29), las células
en condiciones control positivo cerraron la herida un 69.9 + 12.8%. Los porcentajes de
cierre para las concentraciones de 1 uM, 5 uM y 10 uM de paroxetina en el mismo tiempo
fueron 67.9 £ 14.4%, 59.2 £ 11.3% y 57.6 + 5.2% respectivamente, ninguno de ellos
representd una diferencia estadistica respecto al control. Por otro lado, una
concentracion de 15 pM caus6 una reduccidon significativa (p < 0.05) en el cierre
comparando con las células control, llegando a 55.6 + 4.9%. Las pruebas con 20 uM de
PX dieron como resultado un valor igual a 55.8 + 6.0%, este grupo no presenté diferencia
significativa comparado con el grupo control. Las células en condiciones control negativo
resultaron con una diferencia significativa (p < 0.001) en el cierre, alcanzando un
promedio de 40.7 £ 6.7%.
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Figura 29. Comparacion del porcentaje de cierre de herida en presencia de paroxetina en la linea celular
MDA-MB-231 después de 24 horas de ensayo. Se estudiaron las siguientes condiciones experimentales:
control positivo, PX 1 uM, PX 5 uM, PX 10 uM, PX 15 uyM, PX 20 uM, control negativo (n = 5). Los datos
se presentan como la media *+ desviacion estandar del porcentaje de cierre en cada una de las condiciones.

*p<0.05, ** p <0.001, respecto a la media del control.

Para las pruebas con paroxetina después de 48 horas de comenzar el ensayo (Fig. 30),
el grupo control obtuvo un porcentaje de cierre de herida igual a 94.8 £ 4.5%. Las
primeras dos concentraciones de PX utilizadas no resultaron en una diferencia
significativa tras comparar con las células control, estas fueron 1 yM y 5 uM, siendo sus
promedios 94.1 £ 7.5% y 90.5 £ 8.8%, respectivamente. Las células tratadas con 10 yM
del compuesto vieron su migracién reducida de manera significativa (p < 0.05), con un
cierre de 85.5 + 4.0%. La diferencia respecto al control fue muy significativa (p < 0.01) al
utilizar una concentracién de 15 yM, resultando en 79.9 * 4.6%. Mientras que el grupo
expuesto a 20 uM de PX alcanzé un cierre de 76.4 + 7.9%, logrando una diferencia

significativa (p < 0.05) al comparar con las células control. Finalmente, las células en
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condiciones control negativo presentaron un cambio estadisticamente significativo (p <
0.001), con un valor de 44.3 £ 6.7%.
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Figura 30. Comparacién del porcentaje de cierre de herida en presencia de paroxetina en la linea celular
MDA-MB-231 después de 48 horas de ensayo. Se estudiaron las siguientes condiciones experimentales:
control positivo, PX 1 uM, PX 5 uM, PX 10 uM, PX 15 uyM, PX 20 uM, control negativo (n = 5). Los datos
se presentan como la media + desviacion estandar del porcentaje de cierre en cada una de las condiciones.
*p <0.05, **p=<0.01, ** p <0.0001, respecto a la media del control.

En la figura 31 se comparan los resultados del porcentaje de cierre en ambos tiempos
para el compuesto paroxetina. A las 24 horas, la unica concentracidén de paroxetina que
dio como resultado una diferencia estadistica respecto al control fue la de 15 yM. La
cantidad de concentraciones efectivas sobre la migracién celular aumento a las 48 horas,
siendo 10 yM, 15 yM y 20 uM las que presentaron diferencias estadisticas relevantes.
Las células control negativo presentaron diferencia significativa en ambos tiempos,
siendo mayor a las 48 horas.
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Figura 31. Comparacion del porcentaje de cierre de herida en presencia de paroxetina en la linea celular
MDA-MB-231 después de 24 y 48 horas de transcurrido el ensayo. Se estudiaron las siguientes
condiciones experimentales: control positivo, PX 1 uM, PX 5 uM, PX 10 uM, PX 15 uM, PX 20 uM, control
negativo (n = 5). Los datos se presentan como la media + desviacion estdndar del porcentaje de cierre en
cada una de las condiciones. # p < 0.05, ### p < 0.001, respecto a la media del control a las 24 horas. * p

<0.05, "™ p=<0.01, **** p < 0.0001, respecto a la media del control a las 48 horas.

10.4. Ensayo de migracion celular (Transwell)

Se llevo a cabo el ensayo de migracion Transwell con la linea celular MDA-MB-231. Se
realizaron pruebas en condiciones control positivo (DMEM sin farmaco con 5% de SFB),
control negativo (DMEM sin farmaco y sin SFB), y con tratamiento de 5 yM y 7 uyM de
mefloquina, asi como 10 yuM y 15 uM de paroxetina (los farmacos en solucién con 5% de

SFB), finalizando en un tiempo de 48 horas.

En la figura 32 se presenta una imagen de cada condicion experimental capturadas en

la ultima etapa del ensayo. Lo que se muestra en color violeta son las células que

64



lograron migrar a través del inserto durante el tiempo de prueba. Se puede observar que
en las condiciones control positivo la cantidad de células que realizaron migracion es
numerosa, abarcando un area superior al 85% de la zona capturada. Por el contrario, en
las condiciones control negativo se observa una cantidad minima de células que

migraron a través del inserto.

Ctrl (+) Ctrl (-)

-
.
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|
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L2 )

PX10uM PX 15 uM

Figura 32. Representacién de las células MDA-MB-231 que realizaron migracion durante el ensayo
Transwell en condiciones control positivo (sin farmaco, 5% SFB), control negativo (sin farmaco, 0% SFB),
MQ 5 uM, MQ 7 pM, PX 10 uM y PX 15 pM (todos los farmacos en solucion con 5% SFB). Las imagenes
fueron capturadas en tres zonas distintas de cada cultivo utilizando una camara acoplada a un microscopio

invertido con un aumento de 5x.
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Respecto a las imagenes correspondientes a los resultados en presencia de mefloquina,
se observa una cantidad de células variable entre las concentraciones de 5 yMy 7 uM,
siendo 5 uM la que presenta mas células entre ellas, pero ambas cantidades menores a

las que se muestran en las condiciones control positivo.

Con una concentracién de paroxetina 10 uM, la cantidad de células en comparacién a
las condiciones control positivo se vio reducida notablemente, observandose solamente
algunas decenas en la imagen del area representativa. Por su parte, en la imagen

correspondiente a 15 yM de paroxetina no se logra observar ninguna célula.

Se calcularon los porcentajes de migracion relativa a las células en condiciones control
positivo (Fig. 33). Los valores obtenidos para mefloquina 5 uMy 7 uM fueron 23.1 £ 4.2%
y 3.0 £+ 4.3%, respectivamente. Ambas concentraciones presentaron una diferencia

estadisticamente significativa respecto al control (p < 0.0001).
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Figura 33. Porcentaje de migracion celular de la linea celular MDA-MB-231 a las 48 horas de ensayo en
Transwell. Se estudiaron las siguientes condiciones experimentales: control positivo, control negativo, MQ
5uM, MQ 7 uM, PX 10 uM y PX 15 uM, n = 2. Los datos se presentan como la media * desviacion estandar
del porcentaje de migracion en cada una de las condiciones. **** p < 0.0001, respecto a la media del

control.
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En presencia de paroxetina 10 uM, las células redujeron drasticamente la migracion,
obteniéndose un 5.6 + 6.6% de migracion (p < 0.0001). Por su parte, la concentracion de
15 UM de paroxetina impidié completamente la migracion de las células, resultando en
un 0% (p < 0.0001), en todas las zonas analizadas de los cultivos correspondientes. Las
células en condiciones control negativo presentaron un porcentaje extremadamente bajo

de migracién, 0.97 £ 0.84%, tal como se esperaba.
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11.Discusion

En el presente trabajo de investigacién, hemos encontrado que mefloquina reduce la
viabilidad celular en la linea MDA-MB-231 de manera dependiente de la concentracion.
En donde el efecto es mayor conforme aumenta la cantidad del compuesto, ya que las
concentraciones iguales o menores a 10 uM dieron como resultado un efecto muy similar
al de las células en condiciones control, observandose el primer cambio significativo a

partir de la concentracion de 15 yM.

La ICs0 de 15.48 uyM que se obtuvo tras la experimentacion durante 48 horas, coincide
con los estudios de Sharma y colaboradores (2012), quienes reportaron pronunciada
actividad anticancerigena por parte de mefloquina en la linea celular MDA-MB-231, con
una ICso para la viabilidad celular dentro del rango de 10 a 15 uM a las 48 horas de

agregar el farmaco, mediante el ensayo de MTT.

De manera similar, se encontré que paroxetina inhibe de manera significativa la viabilidad
celular en la linea MDA-MB-231, mostrando un efecto mayor conforme aumenta la
concentracion del farmaco. Entre las concentraciones evaluadas, la disminucién en la
viabilidad celular se present6 a partir de 50 uM, pero es muy probable que la viabilidad
se pueda ver afectada significativamente en concentraciones que se encuentren entre
30 uM y 50 uM (no evaluadas experimentalmente en este trabajo), debido a que la ICso
resultd de 34.07 uM a las 48 horas de exposicién al compuesto. Lo anterior se podria

sustentar al observar la pendiente pronunciada de la curva en la figura 9.

La concentracion efectiva media obtenida de paroxetina difiere de lo presentado por
Huang y colaboradores (2024), quienes reportaron una ICso igual a 19.38 yM después
de 48 horas de exposicion a paroxetina en la linea MDA-MB-231. Esta discrepancia se
podria atribuir a la metodologia utilizada para el ensayo MTT, la cual suele variar entre
diversos estudios, 0 a las condiciones experimentales (variabilidad celular debido al
numero de resiembras). Por su parte, Cho y colaboradores (2019) mediante un analisis
del ciclo celular reportaron que un tratamiento con 30 uM de paroxetina durante 12 horas
indujo apoptosis en las células MDA-MB-231. En ese mismo trabajo, evaluaron la
viabilidad celular en la linea celular de cancer de mama positivo a estrogeno MCF-7 y

determinaron una ICspo de 30 uM de paroxetina utilizando el ensayo MTT, aunque su
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tiempo de exposicion fue de 24 horas, concluyeron una dependencia de concentracion.
La investigacion de Jang (2019) en lineas celulares de cancer de colon revel6 que la
paroxetina también disminuye la viabilidad celular de manera concentracion-dependiente
con una ICso de 13.50 uM (48h) en las células HCT116 y de 7.01 yM (48h) en las células
HT29, estos datos fueron obtenidos mediante el ensayo de MTT. Contrastando los
resultados experimentales antes descritos, se destaca que paroxetina afecta la viabilidad
celular en células tumorales y que dicho comportamiento es dependiente de la
concentracion, en donde la concentracién efectiva puede variar segun el tiempo de

exposicion y el tipo de linea celular.

Los resultados obtenidos sobre la viabilidad de la linea celular después de la exposicidon
experimental individual a cada farmaco, nos indican que mefloquina presenta una mayor
citotoxicidad en comparacion con paroxetina en la linea MDA-MB-231, ya que se requiere
una menor concentracion para lograr el 50% de la reduccion en la viabilidad celular a las

48 horas de tratamiento, 15.48 yM contra 34.07 uM, respectivamente.

Para determinar si la aplicacién combinada de mefloquina y paroxetina genera cambios
en la viabilidad celular respecto a los efectos individuales de los farmacos, se llevo a
cabo un analisis de la exposicion combinada de las células a diferentes concentraciones
de mefloquina y paroxetina. Se encontr6 que la combinacion de ambos farmacos reduce
de manera significativa la viabilidad celular en la linea MDA-MB-231 a concentraciones

mas bajas, comparadas con las concentraciones efectivas de los farmacos por separado.

Las combinaciones de 3 uM de MQ con 10 uM de PX, 5 uM de MQ con 5 uM de PXy 5
MM de MQ con 10 uM de PX, tras 48 horas de exposicion, causaron una viabilidad celular
por debajo del 50% respecto a las células en condiciones control. Contrastando con los
resultados obtenidos de la aplicacién individual de los farmacos, se necesitdé una
concentracion mayor o igual a 15 yM de mefloquina para reducir la viabilidad con la
misma eficacia que la aplicacién combinada; asi como una concentracion mayor a 30 uM
en el caso de paroxetina; por lo tanto, la aplicacibn combinada de ambos compuestos
redujo con mayor efectividad la viabilidad de la linea celular MDA-MB-231.
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Las combinaciones de concentraciones mas altas resultaron en una viabilidad muy
similar a la que se obtuvo con la combinacion de 5 pM de MQ y 10 uM de PX (15.5%),

por lo que se considerd este punto como referencia de la viabilidad minima obtenida.

Tras observar el efecto potenciado de los farmacos en combinacion, el analisis para
determinar el tipo de interaccion entre los compuestos utilizando el software de
SynergyFinder, dio como resultado un puntaje de sinergia de 12.791, segun el modelo
de referencia ZIP. En donde, un puntaje menor a -10 indica probabilidad de que la
interaccidn entre ambos farmacos sea antagonista, si resulta entre -10 y 10 es probable
que la interaccion entre ambos farmacos sea aditiva, mientras que un puntaje mayor a
10 indica que es probable que la interaccion entre ambos farmacos sea sinérgica. Por lo
tanto, el puntaje obtenido de 12.791 revela la probabilidad de una relacién de tipo
sinérgica entre mefloquina y paroxetina sobre la viabilidad celular de la linea MDA-MB-
231. Es decir, al comparar el cambio de potencia entre las curvas concentracion-efecto
de los farmacos individuales con la de sus combinaciones, se obtuvo en promedio un

12.79% de respuesta mas alla de la esperada.

Se tomo la decisién de calcular el puntaje de sinergia utilizando el modelo de referencia
ZIP, por ser considerado uno de los mas robustos y precisos, buscando una evaluacion
sistematica de varios tipos de patrones de interacciones farmacoldgicas. El puntaje de
sinergia obtenido tras la experimentacién demuestra que existe una posible interaccion
entre mefloquina y paroxetina, la cual provoca un aumento en la reduccion en la viabilidad
celular de la linea MDA-MB-231, en comparacion con los efectos producidos por cada
compuesto de manera individual. Es decir, no se observd solamente la suma de los
resultados de cada farmaco, como hubiera sucedido en un caso de interaccion aditiva,
sino que la reduccién en viabilidad fue superior. Las posibles razones detras del

sinergismo se describiran mas adelante.

Se realizaron ensayos de viabilidad celular con MTT en células HUVEC (ver anexo A)
con la finalidad de evaluar la citotoxicidad de mefloquina y paroxetina en células no
tumorales. Sin embargo, ambos compuestos mostraron una reduccién significativa en la
viabilidad celular a concentraciones mas bajas en HUVEC, comparado con lo observado

en la linea celular MDA-MB-231. Mefloquina causé una reduccion significativa (p <0.001)
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en la viabilidad celular de HUVEC a partir de una concentracion de 5 pM (Fig. A1 en
anexos); paroxetina ocasiono reduccion significativa (p < 0.05) a partir de 15 uyM (Fig. A2
en anexos). El efecto aumentado observado en las células HUVEC puede estar
relacionado con los hallazgos reportados por distintos grupos de trabajo; Andrikopoulos
y colaboradores (2011), demostraron la presencia y actividad de canales ionicos
dependientes de voltaje, mayormente Nav1.5, en HUVEC a niveles comparables con la
linea MDA-MB-231. Si los farmacos mefloquina y paroxetina actuan sobre los canales
idnicos (como se ha descrito y se discutirA mas adelante), esta accién podria ser la

responsable de afectar a las HUVEC.

Las células endoteliales no fueron las adecuadas para evaluar la selectividad de los
farmacos en células no tumorales. Un modelo no tumoral mas apropiado podria ser la
linea MCF10A, células epiteliales de tejido mamario humano, debido a que comparten el
tipo de tejido con la linea celular MDA-MB-231, lo que permitiria realizar una comparacion
mas adecuada. Retomando la investigacién de Cho (2019), en la que se realizaron
pruebas con paroxetina, otra de las lineas celulares analizadas mediante el ensayo MTT
fue precisamente la MCF-10A, sobre la cual reportaron una disminucion significativa en
la viabilidad celular al ser tratada con 10 yM y 30 uM de PX durante 48 horas; sin
embargo, este efecto fue menor en comparacion a las células tumorales. En el trabajo
de Huang (2024) también se determiné una citotoxicidad reducida (en comparacion a la
linea MDA-MB-231) al tratar a las células MCF-10A con un rango de concentraciones de
5 uM a 30 uM de paroxetina en periodos de 24, 48 y 72 horas. Respecto a mefloquina,
no existen reportes de su efecto sobre la linea MCF-10A. Profundizar en el analisis del
efecto de mefloquina y paroxetina sobre una linea celular epitelial de tejido mamario
humano podria aportar avances significativos en las investigaciones del cancer de mama

triple negativo.

Para las pruebas de migracion celular, se tomé la decision de utilizar unicamente
aquellas concentraciones que no mostraron cambios significativos en los ensayos de
viabilidad celular, esto con la finalidad de poder atribuir las diferencias en los cierres de

herida al fendmeno de migracion y no a la falta de células viables.
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De manera general durante los ensayos de cierre de herida con mefloquina, las células
llevaron a cabo la mayoria de su migracién (en términos de porcentaje) durante las
primeras 24 horas, pero la proporcidn entre las condiciones experimentales y control
positivo se mantuvo muy similar en ambos registros de tiempo (24 y 48 horas). Esto se
refuerza con el hecho de que, en ambos tiempos registrados para evaluar la migracion
celular, las dos concentraciones de mefloquina que resultaron en una diferencia
significativa respecto a las condiciones control positivo fueron 7 uM y 10 yM, con efectos
similares entre si (56% y 59% de cierre, respectivamente a las 24 horas; 80% y 78% de
cierre, respectivamente a las 48 horas). Esto nos podria indicar una posible constante en
el movimiento de las células MDA-MB-231 para llevar a cabo el cierre de herida a pesar

de las distintas condiciones.

Recordando que la ICso para reducir la viabilidad celular con mefloquina en la linea MDA-
MB-231 a las 48 horas resulto ser 15.48 uM, es relevante resaltar que se necesita menos
de la mitad de dicha concentracién para reducir de manera significativa la migracion

celular a las 48 horas, considerando los resultados con 7 uM de mefloquina.

Al comparar los porcentajes de cierre de herida de las diferentes concentraciones
utilizadas, se observd un efecto inhibidor dependiente de concentracion sobre la
migracion celular de la linea MDA-MB-231 conforme se aumenta la concentracién de
mefloquina, tanto a las 24, como a las 48 horas de tratamiento. No existen reportes

previos sobre mefloquina en estudios de migracion celular.

En las pruebas de cierre de herida a las 24 horas con paroxetina, solamente una
concentracion presentd cambios significativos respecto al control, la cual fue 15 yM.
Estos resultados se ven influenciados por las desviaciones estandar de cada condicion,
las cuales provocan que los resultados de la mayoria de tratamientos sean similares al
control positivo en términos del analisis estadistico, a pesar de las diferencias en los

promedios de cierre de herida.

Por su parte, un tratamiento de 48 horas con paroxetina dio como resultado una
diferencia significativa en el cierre de herida a concentraciones iguales o mayores a 10
MM. La concentracion que mostré una disminucion estadisticamente mas significativa fue

la de 15 pM, a pesar de mostrar resultados similares con 20 uM (79.9 + 4.6% y 76.4 +
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7.9%, respectivamente). No obstante, la ligera diferencia encontrada puede ser debido a
que la concentracién de 20 yM cuenta con una mayor desviacion estandar, y eso puede
estar afectando el analisis estadistico. Considerando que se obtuvo una ICso de 34.07
MM para reducir la viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 a las 48 horas con
paroxetina, se requiere menos de un tercio de concentracion (10 uM) para reducir de

manera significativa la migracion celular a las 48 horas.

De acuerdo a lo encontrado con este ensayo, al comparar los promedios de porcentaje
de cierre de herida, se observa que paroxetina inhibe la migracion celular de la linea
MDA-MB-231 de manera dependiente de concentracidon, a las 24 y 48 horas de

exposicion. No hay estudios previos de migracion celular utilizando paroxetina.

Al contrastar el efecto de mefloquina y paroxetina, se puede destacar que se requiere
una menor concentracion de mefloquina que de paroxetina para obtener un cambio
significativo en la migracion celular, respecto a las condiciones control, en la linea MDA-

MB-231, tanto a las 24 como a las 48 horas de exposicion a farmaco.

En el ensayo de migracion Transwell, los resultados fueron contundentes para todas las
condiciones experimentales. Ambos farmacos, mefloquina y paroxetina, generaron una
reduccion en la migracién celular de la linea MDA-MB-231 dependiente del aumento de
concentracion, después de 48 horas de tratamiento. El porcentaje de migracién respecto

a las condiciones control positivo no supero el 25% en ninguno de los casos.

En el caso de los ensayos experimentales de migracién Transwell con mefloquina, se
decidié estudiar la concentracion mas baja que habia mostrado resultados de reduccién
en el porcentaje de cierre de herida (7 uM); tras observar de manera preliminar que el
porcentaje de migracidn era minimo, se tomé la decisidn de explorar una concentracion
mas baja, 5 uM, la cual redujo significativamente la migracion celular con respecto al
control, a diferencia de los resultados obtenidos con esa misma concentracion en el
ensayo de cierre de herida. Con paroxetina se obtuvo un comportamiento similar, las dos
concentraciones empleadas para el ensayo (10 yuM y 15 yM) presentaron una migracion
mucho mas baja que sus correspondientes en el ensayo de herida. En el caso de 15 pM
de PX, la migracién fue nula. Al momento de realizar el ensayo de Transwell, 15 uM de

PX habia sido la concentracién mas baja que presentaba reduccién en el cierre de herida,
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razon por la cual se realizaron las pruebas con dicha concentracion. Al observar de
manera preliminar que la migracién era minima, se redujo a una concentracion de 10 yM

de paroxetina.

Aunque ambos métodos, cierre de herida y Transwell, se utilizan para medir la migracion
celular, estos varian en cuanto a mecanismo y sensibilidad. El cierre de herida puede ser
mas lento y menos sensible a cambios sutiles en la capacidad migratoria, ademas de
involucrar la reorganizacion colectiva de las células. Por su parte, el ensayo Transwell es
mas especifico para la migracion activa de células individuales o pequefios grupos, suele
ser mas sensible a inhibidores del citoesqueleto, canales ionicos, adhesién, entre otros.
Por lo tanto, si mefloquina y paroxetina interfieren con los mecanismos de migracion

antes mencionados, el Transwell lo detectara antes que el cierre de herida.

De acuerdo a lo encontrado en este trabajo, sobre la inhibicion de los diferentes
mecanismos celulares (viabilidad y migracién celular) debido a la aplicacién de
mefloquina en la linea celular MDA-MB-231, podria ser debido a su influencia en

diferentes procesos de transduccion de sefnales; los cuales se detallan a continuacion.

Uno de estos procesos puede ser la ruta de PI3K (fosfatidilinositol-3-cinasa)/Akt/mTOR
(blanco de la rapamicina en mamiferos), la cual esta involucrada en el crecimiento
celular, proliferacién, diferenciacion y supervivencia. La via de PI3K frecuentemente se
encuentra desregulada en el cancer de mama, incluyendo en el subtipo triple negativo,
induciendo transformacion celular y consecuentemente la formacion y progresion de
tumores (Khan etal.,, 2019). Se ha reportado previamente que mefloquina reduce
progresivamente la fosforilacion de tirosina-199 de PI3K, serina-473 de Akt y serina-2481
de mTOR. La capacidad de mefloquina para interferir en las vias de sefalizacion
depende de las actividades moduladas de varias cinasas y fosfatasas. Aunque la causa
exacta de este fendmeno no se conoce por completo, se puede plantear que mefloquina
podria estar alterando la especificidad y sensibilidad de las cinasas y fosfatasas a sus
sustratos (Ghosh et al., 2021).

Ademas, diversos estudios como el de Wang y colaboradores (2019) han revelado que
los canales de potasio dependientes de voltaje, especificamente el canal Kv11.1,

estimulan la via PI3K/Akt, generando un incremento en la proliferacion, inhibiendo
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apoptosis y favoreciendo la transicién epitelial-mesenquimal. Lo anterior no solo podria
explicar la reduccion en viabilidad por parte de mefloquina, sino también la reduccion en
la migracion celular, al bloquear los canales de potasio dependientes de voltaje y evitar
la estimulacion de la ruta PI3K/Akt/mTOR, disminuyendo la progresién de los

mecanismos que favorecen a los tumores.

Otra ruta que se ha asociado con el canal Kv11.1 es la de Wnt/B-catenina, al interactuar
con B1-integrina, el mayor contribuidor en la sefalizacion de adhesion celular. Las
integrinas son receptores transmembrana involucrados en la adhesioén matriz-célula, por
lo que intervienen principalmente en la migracion e invasion celular, sobre todo en el
proceso de EMT (He et al., 2020). Al bloquear los canales de potasio con mefloquina, se
alteraria la regulacién que estos tienen sobre las integrinas, generando la reduccion en

la capacidad migratoria de las células.

De manera similar con paroxetina, Jang y colaboradores (2019) demostraron que el
tratamiento de este antidepresivo en células de cancer de colon suprime la via de
senalizacion MAPK/ERK. Esta ruta es responsable de controlar diversos procesos como
la proliferacion celular, diferenciacion, supervivencia, invasion, migracion y angiogénesis,
asi como la transicion epitelial-mesenquimal. Si paroxetina tiene este mismo efecto en
células de cancer de mama, podria ser una explicacién de la inhibicién en la viabilidad y

migracion celular observada en esta investigacion.

Erdogan y asociados (2023) descubrieron que el silenciamiento del canal Nav1.5 y su
variante nNav1.5 causa una reduccion significativa en la viabilidad, migracién e invasién
de las células MDA-MB-231; igualmente reportaron una disminucion en la expresion de
p-ERK en la misma linea celular, estableciendo una relacion entre los canales antes

mencionados y la via de sefalizacién de ERK.

Al unir los resultados de estos estudios se reforzaria la idea de que, al existir una
inhibicion de los canales de sodio dependientes de voltaje por parte de paroxetina,
reportado en investigaciones como la de Plijter (2023), se disminuye la actividad alterada
de la via MAPK/ERK, generando la reduccion en la viabilidad y migracion de la linea
celular MDA-MB-231.
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De acuerdo a los antecedentes en cuanto a la relacién de estos farmacos con la funcion
y expresion de los canales idnicos en la membrana celular, se podrian hipotetizar
mecanismos de accion que asocien el efecto de mefloquina sobre canales de potasio
dependientes de voltaje; y de paroxetina sobre los canales de sodio dependientes de
voltaje; en donde, a pesar de actuar sobre diferentes tipos de canales, es altamente
probable que modifiguen de manera conjunta la homeostasis i6nica de las células
tumorales cuando se administran en combinacion, disminuyendo en gran medida los

beneficios que el flujo idnico desregulado brinda a las células cancerigenas (Fig. 34).
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Figura 34. Modelo hipotético en el que la actividad aberrante de canales i6nicos dependientes de voltaje
(sodio y potasio) promueve la supervivencia, proliferacion, migracion e invasién en las células de cancer
de mama triple negativo, mediante las vias de sefializacion de PI3K/Akt/mTOR y MAPK/ERK, segun lo

descrito en la literatura.
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Si se considera la posibilidad de inhibir de manera simultanea las vias PISK/Akt/mTOR y
MAPK/ERK, las cuales actuan sobre mecanismos celulares similares, aumentan las
limitaciones para las células de cancer triple negativo. Si se bloquea una ruta, las células
de cancer buscaran rutas alternas para reemplazar su rol; al bloquear dos rutas, la
supervivencia y motilidad de las células quedan mas comprometidas (Fig. 35). Lo anterior

se traduce al efecto sinérgico observado entre mefloquina y paroxetina en esta
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Figura 35. Modelo hipotético en el que mefloquina y paroxetina inhiben la actividad aberrante de canales
i6bnicos dependientes de voltaje (sodio y potasio), lo que disminuye la supervivencia, proliferacion,
migracion e invasion en las células de cancer de mama triple negativo, al afectar las vias de sefializacién
de PI3K/Akt/mTOR y MAPK/ERK, segun los efectos observados en la experimentacién y lo descrito en

literatura.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion han presentado el potencial de los
farmacos mefloquina y paroxetina de inhibir la viabilidad y migracion celular de las células
de cancer de mama triple negativo. Al ser farmacos ya conocidos, la seguridad y eficacia
de los mismos en el cuerpo humano han sido probadas, por lo que una readaptacion
hacia tratamientos anticancerigenos seria un proceso mas rapido y economico que
desarrollar farmacos desde cero. Un factor importante si consideramos que actualmente
no existe un tratamiento especializado para el cancer de mama triple negativo y las

personas que sufren de este padecimiento incrementan afio con afo.

Segun reportes como el de Vieira (2016), mefloquina puede alcanzar una concentraciéon
plasmatica maxima en humanos de 3300 ng/mL después de un tratamiento
estandarizado contra la malaria. Considerando el peso molecular de la mefloquina, seria
el equivalente a 8.73 yuM, una concentracidon superior a la obtenida como efectiva en
nuestros ensayos de migracién celular tanto en cierre de herida (7 uM) como Transwell
(5 M), resaltando asi su importancia clinica. Por otro lado, el rango de concentraciones
plasmaticas en pacientes tratados con paroxetina es de 20 a 60 ng/mL, es decir, de 0.06
a 0.2 uyM. Las concentraciones efectivas en este trabajo de investigacion fueron muy
superiores (10 uM fue la concentracion efectiva mas baja en migracién celular), por lo
qgue su relevancia clinica es limitada. No obstante, los resultados son utiles para generar
hipotesis y comprender interacciones celulares que podrian guiar estudios preclinicos

adicionales.

A pesar de lo obtenido, para demostrar que el uso de mefloquina y paroxetina, ya sea de
manera individual, en combinacién, o incluso en conjunto con tratamientos
convencionales, seria favorable para los pacientes que padecen cancer de mama triple
negativo, es necesario realizar analisis mas profundos. Esto incluye desde ensayos de
apoptosis, angiogénesis y proliferacion in vitro, hasta experimentacion in vivo,
acompanados de ensayos clinicos, con la finalidad de definir la eficacia de los
compuestos con mas detalle, ademas de considerar las ventajas y desventajas que su
aplicacién conllevaria. Una comprensién exhaustiva de los mecanismos detras de los
inhibidores de canales i6nicos con propiedades anticancerigenas resultaria altamente
beneficiosa para la prevencion y tratamiento del cancer de mama triple negativo.
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12. Conclusiones

Mefloquina inhibe la viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 de manera dependiente
de concentracion con una ICso de 15.48 uM a 48 horas de exposicion. Paroxetina produce

el mismo efecto con una concentraciéon de 34.07 uM.

El tratamiento combinado de mefloquina y paroxetina causa una reduccion significativa
en la viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 a concentraciones menores que las
observadas de manera individual a las 48 horas de tratamiento. Un analisis de sinergia
en Synergyfinder indico una interaccion de tipo sinérgica entre ambos farmacos con un
puntaje de 12.791.

Se reporta por primera vez que mefloquina y paroxetina inhiben la migracién celular de
la linea MDA-MB-231 conforme se aumenta la concentracion. Utilizando el ensayo de
cierre de herida, las concentraciones efectivas de mefloquina fueron 7 uM 'y 10 uM, tanto
a 24 como a 48 horas de exposicidon. De igual manera, paroxetina inhibe el cierre de
herida de esta linea de cancer de mama triple negativo con una concentracion de 15 uM
alas 24 horas y de 10 uM, 15 pM 'y 20 uM a las 48 horas. Tras los ensayos de migracion
con Transwell, se concluye que mefloquina inhibe la migracién celular de la linea MDA-
MB-231 a partir de una concentracion de 5 uM, mientras que paroxetina lo hace a partir

de una concentracion de 10 pM.

Es relevante profundizar en el estudio de los canales i6nicos dependientes de voltaje y
su papel en el cancer, asi como seguir explorando las interacciones entre los farmacos
inhibidores de canales como mefloquina y paroxetina y las células cancerigenas.
Determinar con detalle su mecanismo en los procesos tumorales puede ser un punto

clave para combatir de manera eficaz la metastasis del cancer de mama triple negativo.
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13.Perspectivas

Para dar seguimiento a los avances obtenidos en este trabajo y profundizar en la
investigacion sobre la relacion entre el cancer de mama, los canales idnicos
dependientes de voltaje y los compuestos inhibidores de canales idnicos, es importante

llevar a cabo diversos estudios.

Se podrian realizar ensayos de electrofisiologia y fluorescencia sobre las células de
cancer de mama triple negativo para medir la actividad de canales ionicos en ausencia y
presencia de mefloquina y paroxetina, lo que podria ayudar a determinar con mayor

detalle el efecto de estos farmacos sobre los canales en las células.

Llevar a cabo la técnica de Western Blot para detectar proteinas de los canales en las
células MDA-MB-231, asi como proteinas relacionadas con las vias de sefalizacién que
podrian verse afectadas por la presencia de mefloquina y paroxetina permitiria dilucidar
la manera en la que actuan estos compuestos sobre los mecanismos de viabilidad y

migracion celular en las células de cancer de mama triple negativo.

Realizar pruebas con un modelo no tumoral como la linea MCF10A ayudaria a
determinar la selectividad de mefloquina y paroxetina sobre células cancerigenas y no
cancerigenas con las concentraciones efectivas en los ensayos de viabilidad y migracion

celular.
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15. Anexos

15.1. Anexo A: ensayos de viabilidad celular en HUVEC
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Figura A1. Efecto de mefloquina sobre la viabilidad celular en linea HUVEC evaluada con el ensayo de
MTT. Las células fueron expuestas a un 0.5% v/v del vehiculo (DMSO) y a distintas concentraciones de
MQ (0.5 - 30 uM) durante 48 horas (n = 4). Los datos se presentan como la media + desviacion estandar
del porcentaje de viabilidad respecto a DMSO. *** p < 0.001, **** p < 0.0001, respecto a la maxima

concentracion utilizada de vehiculo.
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Figura A2. Efecto de paroxetina sobre la viabilidad celular en linea HUVEC evaluada con el ensayo de
MTT. Las células fueron expuestas a un 0.5% v/v del vehiculo (DMSO) y a distintas concentraciones de
PX (1 - 100 uM) durante 48 horas (n = 4). Los datos se presentan como la media + desviacion estandar
del porcentaje de viabilidad respecto a DMSO. * p £0.05, ** p £0.01, **** p £0.0001, respecto a la maxima

concentracion utilizada de vehiculo.
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