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Resumen de la tesis que presenta José Jorge Hernandez Sanchez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidon en Biomedicina y
Bionanotecnologia.

Reposicionamiento de farmacos para el tratamiento de cancer de mama triple negativo en
modelos se xenoijertos en el pez cebra (Danio rerio).

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Juarez Camacho
Directora de tesis

El cadncer de mama triple negativo (CMTN) es un subtipo de cancer de mama (CM) altamente agresivo
y muy frecuente en mujeres latinoamericanas jovenes. Hasta hoy no existen terapias eficaces para
tratarlo, ya que las células de CMTN no expresan los receptores hormonales tipicos de las células de
CM que suelen utilizarse como blancos terapéuticos. Actualmente, los fdrmacos con capacidad para
inducir estrés del reticulo endoplasmico (ERE) se han postulado como una alternativa para el desarrollo
de terapias contra el cdncer, ya que el ERE se asocia al aumento de estrés oxidativo en células
cancerigenas, que conduce a su apoptosis. El reposicionamiento de farmacos es una estrategia que
ayuda a optimizar el desarrollo de terapias en oncologia. En conjunto con colaboradores, nuestro
laboratorio identificd a través de un analisis computacional de firmas transcripcionales cuatro
farmacos que inducen ERE y tenian potencial para ser reposicionados contra el CMTN. Los farmacos
fueron probados In vitro, donde se evidencio su capacidad para inducir ERE sobre células de CMTN y
determinar su efecto citotoxico. En el presente estudio se hipotetizd que dichos efectos podrian estar
acompafiados de un aumento de estrés oxidativo en las células cancerosas por exposicidon a los
farmacos. Para probarlo, se cuantificaron los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) en las
lineas celulares MDA-MB-231, 4T1 y 293T al exponerse a distintas concentraciones de penfluridol y
NNC 55-0396. Los resultados evidenciaron la capacidad pro-oxidante de los farmacos, asi como sus
propiedades anticancerigenas In vitro. Asimismo, se inicid el escalamiento de los resultados hacia un
modelo in vivo con el pez cebra (Danio rerio) como modelo. Para ello, se construyd un sistema de
crianza capaz de albergar peces adultos y con condiciones éptimas para reproduccién. En embriones
de pez cebra, se observd que la exposicién aguda al penfluridol en etapas tempranas del desarrollo
induce teratogénesis, y produce efectos téxicos sobre el neurodesarrollo, la frecuencia cardiaca y la
tasa de eclosién. Nuestros resultados sugieren que el penfluridol puede tener efectos severos
secundarios, y sugieren continuar a detalle su estudio para comprobar su seguridad para uso humano.

Palabras clave: reposicionamiento de farmacos, estrés oxidativo, cancer de mama triple negativo,
pez cebra



Abstract of the thesis presented by José Jorge Hernandez Sanchez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology

Drug repositioning for triple negative breast cancer treatment in zebrafish (Danio rerio) xenograft
models

Abstract approved by:

PhD. Patricia Juarez Camacho
Thesis director

Triple negative breast cancer (TNBC) is a highly aggressive breast cancer (BC) subtype, which also has
a high frequency in young Latin-American women. To this day, there are no efficient therapies to treat
TNBC, given their null expression of hormone receptor typically present in BC cells, which are used as
biomarkers for target therapies. Recently, drugs capable to induce endoplasmic reticulum stress (ERS)
had been proposed as an alternative for the development of cancer therapies because of the
association of ERS and the increase of oxidative stress in cancer cells, which may cause cell death. Drug
repurposing is a helpful strategy for therapy optimization in oncology. In 2017, through transcriptional
signature in silico analysis, four previously known drugs were proposed for their repurposing for TNBC
treatment, given their suggested capacity to increase ERS. In 2020, these drugs were tested in vitro,
probing their properties as ERS inducers in TNBC cells with a putative capacity to induce cell death. In
this study, we hypothesized these effects might be positively correlated with oxidative stress. To probe
this, we quantified reactive oxygen species (ROS) in MDA-MB-231, 4T1 and 293T cells exposed to
penfluridol and NNC 55-00396 at different concentrations. Our results confirm the pro-oxidative
properties of this drugs and their In vitro cytotoxic effects, specifically in cell viability. We also started
probes of these effects in animal models with zebrafish (Danio rerio). This was achieved initially by the
mounting of a zebrafish housing system, capable for the maintenance of adult zebrafish in optimal
conditions for reproduction. In zebrafish embryo we observed teratogenic, neurotoxic, cardiotoxic and
development abnormalities after penfluridol and NNC 55-0396 exposition during early gestational
stages. Thus, our results suggest both pharmacological compounds may cause several side effects
when used as cancer therapies. Nevertheless, our findings have the potential for helping to find
optimal concentrations for both pharma, in which their side effects are minimal and the anti-cancer
potential remain.

Keywords: drug repositioning, oxidative stress, triple negative breast cancer, zebrafish
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Capitulo 1. Introduccidn

El cancer es un grupo de patologias causadas por la desregulacion de los mecanismos fisioldgicos que
controlan el crecimiento, la proliferacidén y la muerte en las células normales (Lodish et al., 2013). En 2020,
el cdncer tuvo una incidencia global de mas de 18 millones de nuevos casos y causé 10 millones de decesos,
es decir, aproximadamente una de cada seis muertes en el mundo (WHO, 2022). Actualmente esta
patologia es la segunda causa de muerte a nivel global, y segin diversos reportes, para el afio 2040 el
cancer tendrd una incidencia de 29.5 millones y una mortalidad de 16.4 millones (Bray et al., 2014; WHO,

2022).

Las células cancerigenas tienen la capacidad de diseminarse fuera de su tejido de origen a través de los
vasos sanguineos y linfaticos, para invadir otros tejidos y formar tumores secundarios. A este proceso se
le conoce como metastasis, y es responsable de alrededor del 90% de las muertes por cancer (Chaffer y
Weinberg, 2011). Las terapias convencionales como cirugia, quimioterapia y radioterapia tienen una baja
eficacia para el tratamiento de cancer metastasico (Schroeder et al., 2011), por lo que existe urgencia por

el desarrollo de terapias para la prevencion y/o el tratamiento de la metastasis.

El proceso metastasico consta de eventos secuenciales interrelacionados conocidos como cascada
metastdsica, donde el primer evento es la formacidn de nuevos vasos sanguineos, a lo que se le conoce
como angiogénesis. El desarrollo de vasculatura en el tumor, ademas de garantizar la llegada de nutrientes
para el crecimiento tumoral, provee a las células cancerigenas una via de entrada a la circulacién para
iniciar su diseminacién a otros érganos (Bielenberg y Zetter, 2015). Todos los procesos asociados al
desarrollo del cancer, como la angiogénesis, existen en condiciones fisiolégicas normales. Sin embargo, en

el cancer estos procesos se dan de manera desregulada.

Muchas terapias anticancerigenas se basan en aprovechar estos procesos que se encuentran desregulados
durante el cancer. Por ejemplo, las células tumorales tipicamente presentan una produccién elevada de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por el acronimo en inglés de reactive oxygen species), por lo que
diversos agentes terapéuticos presentes en la quimioterapia inducen un aumento del estrés oxidativo en
las células cancerosas. Esto potencialmente puede provocar que el aumento en el estrés oxidativo sea
insostenible por la célula cancerigena, lo que conduce a la activaciéon de la apoptosis a través de la via
mitocondrial (Schumacker, 2006). Sin embargo, la induccién sistémica de estrés oxidativo puede traer

efectos adversos considerables; asimismo, cada inductor de estrés oxidativo lo inducird en medidas
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distintas. Por ello, cada farmaco propuesto como agente anticancerigeno con base a su capacidad para
inducir estrés debe estudiarse a detalle, con énfasis en su perfil toxicoldgico para comprobar su seguridad

para uso humano.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Cancer de mama y cancer de mama triple negativo

El cdncer de mama (CM) es el tipo de cadncer mas frecuente a nivel mundial en mujeres (Bray et al., 2018).
En 2018 se presentaron alrededor de 2.1 millones de nuevos casos de CM y 626,679 muertes (Bray et al.,
2018). En México, en 2014 el CM fue el cancer con mayor incidencia con 28.75 nuevos casos por cada
100,000 mujeres de 20 afos o mas (S. de Salud, 2015). Debido a que estos numeros siguen en aumento,

existe una urgencia por el desarrollo de tratamientos efectivos para tratar el CM.

Las células del CM tienen una alta capacidad invasiva, producto de alteraciones en la expresion de genes
asociados a la metastasis (Medina et al., 2020). Ejemplo de ello es el decremento en la expresién de E-
cadherina, que se asocia a la pérdida de adhesién célula-célula durante la transicién epitelio-mesénquima
(TEM) (Guo et al., 2020), un paso clave en el inicio de la metdstasis. Asimismo, una sobreexpresién de la
proteina Twistl se ha asociado a una inhibicién de la expresion de E-cadherina en el CM (Drasin et al.,
2011). Se estima que del 70 al 80% de los casos de CM son curables en etapas tempranas, cuando aun no

existe metastasis. Sin embargo, el CM metastdsico se considera incurable bajo las terapias actuales.

El CM puede clasificarse en diferentes subtipos con base en las caracteristicas moleculares de las células
tumorales (Harbeck et al., 2019). El nivel de expresidon de los receptores hormonales ER (receptor de
estrégeno), PR (receptor de progesterona) y HER2 (factor de crecimiento epidérmico humano 2) es un
medio ampliamente utilizado para diferenciar cada subtipo. Estos receptores suelen utilizarse como
blanco para terapias dirigidas como la inmunoterapia. De este modo, cada subtipo puede diferenciarse
por su abundancia de receptores hormonales y tratarse con base a ello. Sin embargo, en el subtipo
conocido como cédncer de mama triple negativo (CMTN) los 3 receptores estdn ausentes, lo que

imposibilita la aplicacion de terapias dirigidas y dificulta en gran medida su deteccidon y tratamiento.
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El cdncer de mama triple negativo (CMTN) es uno de los subtipos de CM de mayor incidencia y mortalidad,
que afecta en mayor medida a mujeres africanas, Afroamericanas y Latinoamericanas menores a 50 afios
(Harbeck et al., 2019; Jamdade et al., 2015). En México, del 15 al 23% de los diagndsticos de cancer
corresponden a CMTN (Hernandez-Alvarez et al., 2017). Debido a la ausencia de marcadores moleculares
para su deteccidn, los pacientes con CMTN suelen mostrar etapas avanzadas desde el diagndstico, lo que

aumenta la probabilidad de metastasis y complica el tratamiento (Lara-Medina et al., 2011).

Por lo anterior, los tratamientos convencionales como quimioterapia, cirugia y radioterapia siguen siendo
los mads utilizados para el tratamiento del CMTN, aunque se sabe que estas terapias tienen severas
limitaciones asociadas a su baja especificidad (Li et al., 2022). Esto conduce a una necesidad urgente por

el desarrollo de tratamientos eficaces y de mayor especificidad contra este subtipo de CM.

1.1.2 El reposicionamiento de farmacos y el estrés del reticulo endoplasmico

El proceso tradicional de descubrimiento de nuevos farmacos (de novo) conlleva periodos largos de
tiempo, costos elevados y una baja probabilidad de éxito (Pushpakom et al., 2018). Hasta hoy, menos del
10% de los fdrmacos nuevos llegan al mercado (Kobayashi et al., 2019), y el proceso de aprobacién toma
entre 13 y 17 afos (Yella et al., 2018). Por ello, la industria farmacéutica tiene como prioridad el mejorar

su productividad en investigacion y desarrollo de farmacos (Li et al., 2016).

El reposicionamiento de farmacos (RF) es una estrategia farmacéutica que consiste en la identificacion y
el desarrollo de nuevas indicaciones terapéuticas para farmacos previamente estudiados, ya sea que se
encuentren aprobados, en estudios clinicos/preclinicos, desaprobados o descontinuados (Pushpakom et
al., 2018; Yella et al., 2018; Ashburn y Thor, 2004). En esta estrategia pueden tomarse los datos de estudios
previos realizados con el farmaco de interés, por lo que la necesidad de nuevos estudios de seguridad y
eficacia se reduce, lo que aumenta la tasa de medicamentos aprobados (30%) y disminuye el tiempo de

aprobacion (6.5 afios) (Beachy et al., 2014; Nosengo et al., 2016).

En oncologia, se han logrado desarrollar terapias para distintos tipos de cancer a partir del RF. Ejemplo de
ello son la talidomida (auxiliar contra nauseas matutinas), la gemcitabina (antiviral) y el triéxido de
arsénico (tratamiento contra la sifilis), que fuera de su uso original hoy se encuentran aprobados como
medios de terapia para el mieloma multiple, el cdncer de mamay la leucemia, respectivamente (Wurth et

al., 2016; Yella et al., 2018). En 2017, a través de un andlisis de firmas transcripcionales se identificaron 4
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compuestos con probabilidad de tener efectos anticancerigenos: penfluridol, NVP-TAE684, NNC 55-0396
y NSC 632839. Su capacidad anticancerigena se hipotetizd luego de que los ensayos in silico revelaran que
estos farmacos son capaces de promover la expresiéon de genes asociados al estrés del reticulo

endoplasmico (ERE) (Avalos-Rodriguez, 2017).

El ERE se refiere a la acumulacién de proteinas mal plegadas en dicho organelo, que conduce a la activaciéon
de una serie de vias de sefializacién conocidas como respuesta a proteinas desplegadas (RPD) para
reestablecer la capacidad de plegamiento del reticulo endopldasmico (RE) (Wang et al.,, 2014).
Interesantemente, tanto el ERE como la RPD se han asociado al desarrollo de diversos tipos de cdncer
(Clarke et al., 2014; Wang y Kauffman, 2016). Las células cancerigenas pueden activar la RPD como
estrategia de supervivencia; sin embargo, cuando el ERE es severo e irreversible, la RPD induce a la muerte
celular (Wang et al., 2014; Zhou et al., 2019). Por ello, los farmacos con capacidad para inducir ERE se han
postulado como nuevos medios terapéuticos contra el cancer; ejemplo de ello es lo visto en 2019, donde
se evidencié que la ilamicina E promueve la apoptosis en células de CMTN In vitro a través de la via

mitocondrial, como resultado de un aumento en el ERE (Zhou et al., 2019).

Por esto, los farmacos sefialados por Avalos-Rodriguez (2017) como inductores de ERE fueron propuestos
para su uso como agentes terapéuticos contra el CMTN. En 2020, estos farmacos fueron probados en
ensayos In vitro con células de CMTN, lo que reveld que todos ellos reducen la viabilidad celular y la
sobrevivencia de las células cancerigenas (Corral, 2020). Ademas, el penfluridol se mostré como un
inductor de la apoptosis, y el farmaco NNC 55-0396 como inhibidor de la migracién celular (Corral, 2020).
Asimismo, se comprobé que los 4 farmacos inducen cambios en la expresion de genes clave para la RPD,
lo que sugiere que su potencial anticancerigeno si esta asociado a su capacidad para inducir ERE. Aunque
estos resultados son alentadores, el proceso de reposicionamiento de estos farmacos para su uso contra
el CMTN requerird de mas estudios que den mayor conocimiento de los mecanismos a través de los cuales

ejercen su efecto, esto para reconocer posibles efectos secundarios.

1.1.3 El estrés oxidativo en el cancer

El estrés oxidativo se refiere al desbalance entre la capacidad antioxidante de célula y la presencia de
agentes oxidantes, que se traduce en una presencia elevada de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Tang
et al., 2018). El aumento de ROS intracelulares estd asociado al desarrollo de cancer, debido a que las ROS

inducen dafios en el ADN que al acumularse pueden producir mutagénesis (Prasad et al., 2017). Asimismo,
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las ROS promueven la expresidon de factores pro angiogénicos como el factor inducible por hipoxia 1-alfa
(HIF-1a) y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), por lo que, en un tejido tumoral los altos
niveles de estrés oxidante conducen a una angiogénesis descontrolada (Kim y Byzova, 2014), lo que

representa un evento clave en el establecimiento del cdncer metastasico.

Paraddjicamente, un nivel excesivo de ROS estd asociado supresién tumoral. Esto significa que las células
cancerigenas pueden ser eliminadas por el mismo mecanismo que facilita su desarrollo cuando dicho
mecanismo es inducido en la medida correcta (Gupta et al., 2007). La mayoria de los agentes utilizados en
la quimioterapia y radioterapia eliminan a las células cancerigenas a través de una induccidn de estrés
oxidante (Gupta et al., 2007). El problema principal de estas terapias la toxicidad sistémica que causan,
producto de su baja especificidad (Padma, 2015). Dado que el estrés oxidante puede inducirse a través de
distintas vias, es importante estudiar a fondo para saber cudl seria la estrategia mas efectiva para explotar

esta via terapéutica con una mayor especificidad (Schumacker, 2006) para reducir sus efectos sistémicos.

Como se menciond anteriormente, la induccidn de ERE se ha postulado como una via aprovechable para
inducir la muerte de células cancerigenas. El ERE y el estrés oxidativo estan asociados en un bucle de
retroalimentacion positiva. Esto debido a que el ERE involucra una desregulacion entre la formacion y el
rompimiento de enlaces disulfuro; un proceso mediado por las ROS en el RE. A su vez, esta desregulacién
conduce a la acumulacién de ROS tanto en el RE como en la mitocondria, lo que promueve la apoptosis a

través de la via intrinseca (Malhorta y Kaufman, 2007; Cao y Kauffman, 2014).

Por ello, podemos hipotetizar que los farmacos inductores de ERE podrian tener su un efecto anti
cancerigeno gracias a su potencial para promover estrés oxidante en una medida favorable en las células
tumorales. Esto incluye a los farmacos en proceso de reposicionamiento propuestos por Avalos Rodriguez
(2017), a falta de estudios que evalien cambios en los niveles de ROS en las células cancerigenas al
tratarlas con dichos farmacos. Asimismo, serd clave la validacion de sus efectos en modelos In vivo para

evaluar su eficacia contra el CMTN en un organismo funcional, buscando avanzar en su reposicionamiento.

1.1.4 El pez cebra como modelo animal para el estudio del cancer

El pez cebra (Danio rerio) es un modelo animal que provee numerosas y conocidas ventajas para estudios

de diversas areas bioldgicas, entre las que destacan su bajo requerimiento de inversion, de espacio y de

tiempo de crianza. Este organismo comparte un 76-82% de los genes asociados a enfermedades en
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humanos (Kozol et al., 2016), y tiene un alto grado de conservacidn de blancos terapéuticos comunes y en
el metabolismo de drogas con respecto al humano (McRae y Peterson, 2015). No obstante, el uso del pez
cebra en el estudio del cancer conlleva dificultades considerables, entre las que resaltan la diferencia entre
las temperaturas de incubacién del pez (28°C) y de las células cancerigenas (37°C), y el rechazo hacia las
células humanas por parte del sistema inmune adaptativo (SIA) del pez (Cabezas et al., 2020). A pesar de

esto, diversos estudios han logrado utilizarlo con éxito bajo distintos protocolos (Cabezas et al., 2020).

Entre los protocolos mas utilizados, existe una marcada tendencia por el uso de embriones y/o larvas de
pez cebra; esto debido a que el pez carece de SIA hasta aproximadamente los 14 dias post fertilizacion
(dpf). Asimismo, el problema de la temperatura ha logrado mitigarse usando temperaturas intermedias -
pero mas cercanas a los 37°C- entre los 28 y los 37°C; sin embargo, dado que tanto el pez como las células
cancerosas se encontraran bajo estrés por no estar en sus temperaturas de incubacion dptimas, los
protocolos en este modelo no pueden ser prolongados. Esto, aunado al eventual rechazo del xenoinjerto
por parte del SIA del pez, hace que los ensayos en este modelo se extiendan (en su mayoria) hasta no mas

de los 10 dpf (Cabezas et al., 2020).

Dadas estas limitantes, en las ultimas décadas se han desarrollado lineas transgénicas de pez cebra para
mejorar sus caracteristicas como modelo animal para el estudio del cancer. Ejemplo de ello son las lineas
transgénicas con inmunosupresién inducida, donde se evita el rechazo de los xenoinjertos adn en peces
adultos. Asimismo, la linea Tg(Flil:eGFP) es una linea de peces genéticamente modificados donde las
células endoteliales del tejido vascular expresan la proteina verde fluorescente (GFP) (Lawson y Weinstein,
2002), lo que facilita el monitoreo de la angiogénesis, la invasién y la metdstasis en estos modelos (Cabezas

et al., 2020).

1.2 Justificacion

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es una patologia de incidencia alta en la poblacion
latinoamericana y a nivel global, y los tratamientos actuales no han logrado reducir los diagndsticos ni la
mortalidad. Debido a su alta capacidad metastasica y a su ausencia de blancos terapéuticos tipicos del
cancer de mama, su tratamiento es sumamente complicado. Por ello, la busqueda de nuevos medios para

tratar el CMTN es un tema de urgencia en el sector salud.
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Recientemente ha ganado interés el uso de farmacos inductores de estrés del reticulo endoplasmico como
terapias contra el cancer. Se hipotetiza que estos farmacos podrian tener sus efectos anti cancerigenos
debido a su potencial para inducir estrés oxidante en las células tumorales y provocar su muerte. El
reposicionamiento de farmacos es un medio efectivo para desarrollar nuevas terapias a partir de farmacos
conocidos. Al tratar con sustancias estudiadas, este método reduce el riesgo al fracaso, el tiempo de

aprobacién y los costos de desarrollo de un farmaco comparado con el método convencional.

Por su parte, el pez cebra (Danio rerio) ofrece multiples ventajas en estudios farmacolégicos, que abarcan
la reduccién de costos y del tiempo de estudio. El uso de este organismo en oncologia se ha hecho posible
mediante la estandarizacién de distintos modelos. En este proyecto se pretende estandarizar el uso de
larvas y adultos de pez cebra, en busca de aprovechar sus ventajas para optimizar el proceso de
reposicionamiento de fdrmacos previamente propuestos como candidatos terapéuticos contra el CMTN.
Esto ayudara a establecer una plataforma que potencialmente servird para el desarrollo rapido y

econdmico de nuevas terapias contra el CMTN, y contra otros tipos de cancer en el futuro.

1.3 Hipotesis

Los farmacos NNC 55-0396 y penfluridol ejercen efectos anticancerigenos via induccién de estrés oxidante

sobre células de CMTN in vitro e in vivo.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el potencial anticancerigeno de los farmacos NNC 55-0396 y penfluridol asociado a su capacidad
para inducir estrés oxidantivo en células de CMTN en cultivo celular y en modelos de pez cebra (Danio

rerio).



1.4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar efectos anticancerigenos del penfluridol y de NNC 55-0396 y su capacidad para inducir estrés

oxidativo en células de CMTN In vitro

2. Medir el potencial pro-oxidante de los farmacos en larvas de pez cebra inoculados con xenoinjertos

de CMTN, y su impacto sobre la supervivencia y proliferacién tumoral.

3. Analizar la influencia de los cambios en los niveles de ROS sobre la angiogénesis en larvas de peces de

la linea Tg(fli:eGFP) inoculadas con células de CMTN.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Compuestos farmacologicos

Los farmacos penfluridol y NNC 55-0396 fueron utilizados como agentes anticancerigenos, con base en los
resultados de Avalos-Rodriguez (2017) y Corral (2020). EI NNC 55-0396 se adquirié de Cayman Chemical,
mientras que el penfluridol se adquirié de la compafiia Merk (Sigma-Aldrich). Los compuestos fueron
anteriormente solubilizados en dimetilsulféxido (DMSO), alicuotados y almacenados a -20°C; a partir de

estas alicuotas se realizaron los ensayos In vitro e In vivo.

2.2 Lineas celulares

Para los ensayos realizados en este trabajo se utilizaron las lineas celulares MDA-MB-231 (CMTN de
humano), 4T1 (CMTN de ratdn) y células 293T de rifidn embrionario (células humanas no cancerigenas).
Las células MDA-MB-231 y 293T fueron cultivadas en medio DMEM; por su parte, la linea 4T1, se cultivé
en medio RPMI. Ambos medios fueron enriquecidos con suero fetal bovino al 10% vy
antibidtico/antimicético al 1%. Las tres lineas celulares se incubaron a 37°C con 5% de CO2 en una

incubadora humidificada.

2.3 Ensayos in vitro

2.3.1 Evaluacion de viabilidad celular

Para evaluar los efectos de nuestros farmacos sobre la viabilidad celular se realizaron ensayos
colorimétricos MTT. Este ensayo se basa en la reduccién del compuesto MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio) a formazan; un producto insoluble de color azulado con
absorbancia maxima de ~570nm (Riss et al., 2016). Esto permite reconocer la viabilidad celular con base
en la actividad metabdlica de las células en un cultivo, calculada por su concentracion de formazan. En

nuestro caso, se utilizé la ICso como el valor cuantitativo para determinar la toxicidad de los farmacos sobre
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células vivas. La ICso se refiere a la concentracién en la que el fdrmaco es capaz de inhibir la viabilidad del
50% de las células en un cultivo; por ello, en el contexto de este estudio la ICso es un indicador de la
sensibilidad de las células tratadas hacia el fdrmaco en cuestién. El reactivo MTT se consiguié de Sigma

Aldrich (No. Cat. M2128).

Los ensayos iniciaron con el sembrado de células en placas de 96 pozos (0.32 cm2) a densidades celulares
de 6x103 (MDA-MB-231), 4x103 (4T1) y 10x103 (293T), que fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. Al
transcurrirse el tiempo de incubacién se removié el medio de cultivo y se agregd medio fresco con farmaco
a distintas concentraciones (0, 2.5, 5, 10 y 20 uM) en muestras por cuadruplicado para dejar la placa
nuevamente en incubacion por 24 horas. Luego de esto, se afiadieron 20 uL de solucion de MTT (5 mg/mL
en PBS 1X) y se dejo incubar durante 5 horas, para posteriormente solubilizar el formazan mediante la
adicion de 100 ul de buffer de lisis (0.01M HCl en SDS al 10%) y dejar incubar durante 20 horas. Finalmente,

se midio la absorbancia de las muestras a 570nm a través de un espectofotémetro Epoch para microplacas.

2.3.2 Estrés oxidativo

Los niveles de estrés oxidativo en los cultivos se midieron con el uso del reactivo CellROX® Deep Red de
Thermo Fisher Scientific (No. de cat. C10422). Este reactivo evalla la abundancia de ROS intracelular con
el uso de sondas cuyo umbral de excitacién/emision es de 644/665 nm. Al oxidarse por el contacto con
ROS, las sondas emiten fluorescencia de un color rojo intenso cuantificable a través de distintos métodos

como la microscopia de fluorescencia o citometria de flujo.

Los ensayos iniciaron con el sembrado de las células MDA-MB-231, 4T1y 293T en placas de 48 pozos (0.88
cm?), a densidades celulares de 16.5x103, 11x103 y 27.5x103 células por pozo, respectivamente, para
incubarse por 24 horas a 37°C con 5% CO2. Posteriormente iniciaron los tratamientos farmacolégicos al
remover el medio de cultivo para agregar medio nuevo con farmaco a las concentraciones
correspondientes (0, 5, 10, 15 y 20 uM), donde cada tratamiento se realizé por triplicado. El tratamiento
se mantuvo por 24 horas bajo las mismas condiciones de la incubaciéon anterior. Terminada la incubacion,
se removio el medio con farmaco para agregar nuevo medio con CellRox disuelto a una concentracién de

3 uM para4T1ly 293T,y 5 uM para MDA-MB-231.

Las células con CellRox se dejaron incubar durante 30 minutos (37°C, 5% CO2) para posteriormente

remover el medio y enjuagar cada pozo con PBS 1X de 2 a 3 veces. Luego de esto las células fueron
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observadas bajo un microscopio de fluorescencia LifeTecnologies® para capturar imagenes que
constataran cualitativamente el nivel de emisién de luz roja en las muestras. Finalmente, las muestras en
los pozos fueron removidas utilizando 80 ul de tripsina; para parar la accion de la tripsina se afiadieron
250 uL de medio de cultivo. El contenido de cada pozo se homogenizd y se transfirié a tubos de 1.5 mL
para centrifugarse a 800 x g durante 7 minutos (4°C) para precipitar las células y resuspenderlas en 600 uL
de PBS 1X. Estas muestras fueron analizadas por citometria de flujo para cuantificar la fluorescencia roja
emitida por las células; dichos datos se expresaron en histogramas (Figura 4.B) y graficas de dispersion
(Figura 4.C). Asimismo, la citometria también permitié calcular el nimero de células presentes en cada

muestra (Figura 4.D).

2.4 Ensayos en modelos de pez cebra

2.4.1 Montaje del sistema y condiciones de crianza y reproduccidén

Para desarrollar nuestro sistema de crianza para peces cebra se tomé como base un estante disefiado para
la crianza de lapas, que fue donado por las Dras. Fabiola Lafarga y Carmen Paniagua Chavez (CICESE). A
este sistema, se le hicieron las modificaciones necesarias de plomeria para convertirse en un sistema
cerrado donde el agua de las peceras sale para pasar a través de un biofiltro con bacterias fijadoras de
nitrégeno, que ayudardn a amortiguar los cambios bruscos de pH por acumulacién de amonio, nitritos y
nitratos en el agua. Una vez filtrada, el agua es reintroducida a las peceras por una bomba magnética con
capacidad de bombeo de 10 L/min. Asimismo, al sistema fueron afiadidas tuberias de oxigenacion para

surtir el agua de las peceras con O,.

Los parametros fisicoquimicos del agua se midieron a diario para mantener condiciones éptimas de
crianza, que incluyen una temperatura de 28°C, pH a 7.4, y oxigenacién por encima de los 6 mg/L (Yan et
al., 2020). Para nuestros estudios fueron utilizados dos tipos de peces cebra; wild type (WT) y Tg(flil:eGFP)
(abreviado como Flil). Los peces WT fueron conseguidos de un proveedor local, mientras que los peces
Flil fueron utilizados durante una estancia académica en el Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la

Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) en el laboratorio del Dr. Fernando Lopez Casillas.

La alimentacidén se realizé dos veces al dia con hojuela Tetra®, dejando el alimento por no mas de 10

minutos para su posterior retiro por sifoneo. Asimismo, se realizé una limpieza general del sistema cada
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10 dias para evitar acumulacion de sarro en las peceras. El monitoreo de las condiciones del sistema fue
riguroso, ya que la desestabilizacién de cualquier parametro del agua puede impactar negativamente en

la fertilidad de los peces (Nadiaska and Clark, 2012).

Las cruzas se realizaron fuera del sistema de crianza, en peceras de vidrio con capacidad de 10L, adaptadas
con canicas en el fondo de la pecera y ambientadas con plantas artificiales. Las canicas ayudan a que los
huevos recién fertilizados caigan en una superficie inalcanzable para los peces para evitar su depredacion,
mientras que las plantas estimulan el comportamiento sexual de los peces al otorgar sitios de proteccién
y reducir su estrés (Nasiadka and Clark, 2012). Los embriones obtenidos en cada reproduccidn fueron
incubados a 28°C en cajas Petri (n=50-150) con medio E3 (NaCl 5 mM, KCl 0.17 mM, CaCl2 0.33 mM vy

MgS02 en agua destilada estéril), y se conservaron hasta su uso.

2.4.2 Pruebas de toxicidad de los fdrmacos en embriones y larvas de pez cebra

Con el fin de encontrar concentraciones sin efectos secundarios observables para nuestros farmacos, se
realizaron una serie de pruebas toxicoldgicas sobre parametros fisiolégicos clave en el pez cebra. Dichas
pruebas se disefiaron a partir de los lineamientos establecidos por la OECD (Organizacién para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmico) en la prueba nimero 236 para la determinacién de toxicidad

aguda en embriones de pez (OECD, 2013).

Los embriones de pez cebra (120 por tratamiento para peces WT, y 30 por tratamiento para peces
Tg(flil:eGFP)) fueron expuestos a los farmacos desde las 3 hpf hasta las 96 hpf. Cada tratamiento
correspondid a una dosis distinta de farmaco disuelto en el medio E3 donde los embriones fueron
incubados. Dichas concentraciones se situaron entre 1.25 y 20 uM, y se incluyd un tratamiento donde el
medio E3 sélo contenia el vehiculo donde los farmacos fueron solubilizados (DMSO al 0.2%), a manera de
control negativo. Para cada farmaco, se midié su influencia sobre la sobrevivencia de los embriones y sobre
su tasa de eclosidn en distintos estadios del desarrollo, asi como su capacidad para inducir malformaciones

y efectos cardiotoxicos y neurotoxicos.

Para medir los efectos cardiotdxicos, se cuantificd el nimero de latidos durante 20 segundos en los peces,
para obtener y comparar las frecuencias cardiacas (latidos por minuto) promedio en cada tratamiento. Los
latidos por minuto fueron registrados aproximadamente a las 100 hpf, es decir, 4 horas luego del fin de la

exposicidén a los farmacos (96 hpf). Esto debido a que el ritmo cardiaco en el pez cebra alcanza su
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estabilidad desde las 96 hpf; realizar el analisis en etapas anteriores del desarrollo podria mostrar

alteraciones debido a un ritmo cardiaco inestable (Cornet et al., 2017).

Para determinar si existieron efectos tdxicos sobre el sistema nervioso se realizo la prueba de movimiento
espontdneo de la cola, la cual se basa en cuantificar el nUmero de coleteos por minuto realizados por cada
embrién en diferentes puntos de su desarrollo. Los coleteos son observables a partir de las 17 hpf, con un
pico de actividad a las 19 hpf y posterior descenso luego de las 26 hpf (Saint — Amant & Drapeau, 1998), y
significan la primera evidencia de desarrollo y actividad neuronal en embriones de pez cebra. Por ello, la
frecuencia de coleteos puede ser un buen indicador de alteraciones en la funcién y el desarrollo del

sistema nervioso (Ogungbemi et al, 2020).

La tasa de eclosién fue medida cada 24 horas a partir del tiempo normal de eclosidn en el pez cebra (48
hpf) y hasta las 96 hpf, con el fin de reconocer si los farmacos pueden provocar retrasos en el desarrollo
embrionario. Para esto se realizd un conteo de los embriones eclosionados en cada grupo experimental
con respecto a su total. Finalmente, la sobrevivencia y el registro de malformaciones (teratogénesis)

fueron evaluados al finalizar la exposicién a los farmacos; a las 96 hpf (Figura 1).

Fertilizacion 3 hpf 24 hpf 48 hpf 96 hpf
)\ .’
o | |
Inicio c.ig | | I I
exposicion .
Movimiento | | Frecuencia
espontaneo | Tasa de cardiaca
de la cola I eclosion Teratogénesis
Frecuencia . .
Tasa de Cardiaca Supervivencia
Supervivencia
Supervivencia

Figura 1. Disefio cronoldgico de las pruebas toxicolégicas. Los peces utilizados para las pruebas de movimiento
espontdaneo no fueron incluidos en los ensayos posteriores, debido a la disrupcién de su fotoperiodo, producto de
las pruebas neurotoxicoldgicas.

En cuanto a la teratogénesis, las aberraciones fenotipicas cuantificadas fueron edema pericardiaco (EPC),
edema del saco vitelino (ESV) y escoliosis. El EPC se refiere a la acumulacion de fluidos en el pericardio, y
es una alteracion fenotipica asociada a aberraciones cardiacas con consecuentes alteraciones en el flujo

sanguineo (Hallare et al, 2005). El ESV es resultado de fallos en la regulacién osmdtica del pez,
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comunmente como consecuencia de disfuncidn renal (Sant & Timme-Laragy, 2018), lo que resulta en un
flujo anormal de nutrientes en los embriones (Raldua et al, 2008). La escoliosis es una malformacién de la
espina dorsal donde esta se presenta encorvada, y que comunmente se asocia a aberraciones en la

formacién de musculo esquelético y del sistema nervioso central (Mufioz-Montecinos et al, 2022).

2.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de todos los ensayos fueron analizados estadisticamente y graficados en el software
GraphPad Prism 5 ®. Dependiendo del tipo de prueba, se realizaron ANOVAs de una via, de dos vias, o
estimaciones de Kaplan-Meier (sobrevivencia) con la prueba post-hoc correspondiente para determinar si
existieron diferencias significativas entre los datos vistos entre cada grupo experimental. Las pruebas

correspondientes a cada ensayo realizado se especifican en los pies de figura.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Ensayos in vitro

3.1.1 Citotoxicidad

Para evaluar y corroborar el efecto de los farmacos en la proliferacién de diversas células. Se realizaron
ensayos MTT para medir la viabilidad de las células MDA-MB-231, 4T1 y 293T al exponerse a distintas
concentraciones a penfluridol y NNC 55-0396.
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Figura 2. Efecto del penfluridol sobre la viabilidad celular. Cambios en el nivel de viabilidad en células MDA-MB-231
(A), 4T1 (B) y 293T (C). Porcentajes obtenidos a partir de las absorbancias de las muestras obtenidas en los ensayos
MTT, normalizadas con respecto a su grupo control. Las barras de error representan la desviacion estandar. ANOVA
de una via con prueba de comparaciones multiples de Dunnett. *, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001.
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Los resultados mostraron que ambos farmacos son supresores de la viabilidad celular de manera
dependiente de la concentracién en las 3 lineas celulares, variando moderadamente en la ICso alcanzada

para cada linea celular.

Para el penfluridol, la ICso se situd en 6.89, 8.3 y 9.66 uM para las lineas MDA-MB-231, 4T1 y 293T,
respectivamente. En el caso de las lineas MDA-MB-231 y 293T hubo un decremento estadisticamente
significativo (p<0.05) en la viabilidad celular a partir de los 5 uM de penfluridol, mientras que en la linea

4T1 dicho decremento estuvo presente desde la concentracién mas baja del farmaco (2.5 uM) (Figura 2).
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Figura 3. Efecto del NNC 55-0396 sobre la viabilidad celular. Cambios en el nivel de viabilidad en células MDA-MB-
231 (A), 4T1 (B) y 293T (C). Porcentaje de viabilidad obtenido a partir de las absorbancias de las muestras obtenidas
en los ensayos MTT, normalizadas con respecto a su grupo control. ANOVA de una via con prueba de comparaciones
multiples de Dunnett. Las barras de error representan la desviacion estandar. *, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001.
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Por su parte, para el fdirmaco NNC 55-0396 las |Cso fueron de 6.06 (MDA-MB-231), 10.01 (4T1) y 9.81 (293T)
KUM. Las lineas MDA-MB-231 y 293T mostraron un decremento significativo en todas las concentraciones
del farmaco al que fueron expuestas, mientras que en las células 4T1 esta disminucidn ocurrié a partir de

los 5 UM de NNC 55-0396 (Figura 3).

3.1.2 Induccion de estrés oxidativo por exposicion a penfluridol y NNC 55-0396

Para los ensayos con el reactivo CellRox Deep Red ® las concentraciones farmacoldgicas utilizadas fueron
elegidas con base en los resultados de los ensayos MTT. Se opté por probar concentraciones que en su
mayoria estuvieran por encima de sus ICsp para cada farmaco/linea celular para asegurar que existiera un
efecto citotdxico, que potencialmente estaria ligado a estrés oxidativo. Algunos resultados representativos
de estos ensayos se muestran en la figura 4. El resto de las imagenes y diagramas se encuentran en la

seccion de anexos.

Los resultados dejaron ver la capacidad de ambos farmacos para incrementar el nivel de ROS en las tres
lineas celulares analizadas. Ejemplo de ello es lo visto en células 4T1 expuestas a penfluridol, donde las
células presentaron un incremento de su emisidn de luz roja al verse bajo microscopia (Figura 4.A), mismo
que se tradujo en un incremento de su intensidad media de fluorescencia (IMF) de manera dependiente
de la concentracién (Figura 4.B y C). Por su parte, en este caso la concentracién de células por muestra no

se vio afectada por la exposicidn al farmaco (Figura 4.D).

En el resto de los ensayos, la emision de fluorescencia roja también mostré cambios estadisticamente
significativos (p<0.05). En el caso de las células MDA-MB-231 hubo un aumento de la IMF al exponerse a
ambos farmacos en la concentracidon mas alta (20 uM) (Figura 5). Por su parte, las células 293T mostraron
un incremento de la IMF a partir de los 10 uM para NNC 55-0396, y de los 15 uM para el penfluridol. El
ensayo de estrés oxidativo con NNC 55-0396 sobre células 4T1 no pudo realizarse por falta de

disponibilidad de este farmaco.
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Figura 4. Efecto del penfluridol sobre el nivel de estrés oxidativo en células 4T1. A) Imagenes obtenidas en
microscopia de fluorescencia con luz blanca (izquierda) y roja (derecha) para los distintos tratamientos con
penfluridol. B) Histogramas obtenidos en citometria de flujo para representar el nivel de fluorescencia roja de las
células en las muestras analizadas. C) Efecto del penfluridol a las concentraciones probadas sobre el estrés oxidativo
de las células 4T1. Cada punto representa el promedio de la intensidad de fluorescencia entre las muestras de un
mismo tratamiento. D) Efecto del penfluridol sobre la concentracidon de células por muestra de células 4T1 bajo los
distintos tratamientos farmacolégicos. ANOVA de una via con prueba de comparaciones multiples de Dunnett. Las
barras de error representan la desviacion estandar de la media. *, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001.
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Figura 5. Efectos de la exposicion a los farmacos sobre el estrés oxidativo. Tras los ensayos de CellRox para medir
estrés oxidativo en las tres lineas celulares en presencia de distintas concentraciones de NNC 55-0396 (izquierda) y
penfluridol (derecha). ANOVA de una via con prueba de comparaciones multiples de Dunnett. Las barras de error
representan la desviacién estandar. *, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001.

3.2 Toxicidad de los farmacos en etapas tempranas del desarrollo en el pez

cebra

Para determinar la toxicidad de los farmacos, se realizd el set de pruebas descrito anteriormente en la
seccidon de métodos (Figura 1). Estos ensayos toxicoldgicos en embriones/larvas de pez cebra estuvieron
sujetos principalmente a la disponibilidad de los farmacos candidatos (penfluridol y NNC 55-0396) vy la
fertilidad de los peces reproductores. De este modo, en el estudio se pudieron incluir los ensayos con
penfluridol en peces Wild Type (WT), mientras que en los peces Flil se probaron los efectos del penfluridol

y del NNC 55-0396 sobre la tasa de eclosion y la frecuencia cardiaca de los embriones.

3.2.1 Penfluridol en peces Wild Type

Los ensayos con peces Wild Type (WT) dejaron ver que la exposicién aguda al penfluridol desde etapas
tempranas del desarrollo reduce la sobrevivencia de embriones WT. A las 24 hpf (horas post fertilizacidn),
todos los embriones expuestos a 10 y 20 uM de penfluridol habian muerto. Por su parte, el grupo expuesto
a 5 UM tuvo un 100% de decesos a las 96 hpf, con una supervivencia media de 72 horas, mientras que las
concentraciones de 2.5 uM y menores no aumentaron la mortalidad con respecto al grupo control (Figura

9).
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Figura 6. Supervivencia entre los peces de los distintos tratamientos con penfluridol. Los embriones tratados con
10y 20 uM de penfluridol no sobrevivieron a las 24 hpf, mientras que los expuestos a 5 WM alcanzaron un 100% de
mortalidad hasta las 96 hpf. Por su parte, en los grupos expuestos a 0, 1.25 y 2.5 uM de penfluridol nunca se redujo
la poblacién a menos del 50%. Analisis de supervivencia con estimador de Kaplan-Meier, con prueba post-hoc de
Mantel-Hox. Las curvas de supervivencia mostraron una diferencia significativa con p<0.001.

Estos resultados sugieren que la exposicién al penfluridol a concentraciones de 2.5uM o inferiores es
segura en términos de mortalidad, por lo que se optd por realizar pruebas toxicoldgicas adicionales para
profundizar sobre los posibles efectos secundarios en organismos funcionales expuestos a dichas

concentraciones.

Asimismo, el ensayo del movimiento espontdneo de la cola revelé la presencia de anormalidades en el
neurodesarrollo de los peces tratados con penfluridol. Puntualmente, los embriones mostraron un
decremento dosis-dependiente en el nimero de coleteos a las 24 hpf (Figura 7), lo cual indica una
disminucién de la actividad cerebral en esta etapa del desarrollo a causa de la exposicidn a penfluridol. A
las 27 hpf se observo una tendencia (aunque no estadisticamente significativa) al aumento del nimero de

coleteos conforme la concentracion de penfluridol aumentd; contrario a lo visto a las 24 hpf.

El penfluridol retrasé el tiempo de eclosién en los embriones de pez cebra; al monitorear la tasa de
eclosién entre los distintos tratamientos, se pudo observar un decremento significativo en el porcentaje

de individuos eclosionados en el grupo expuesto a 5 uM de penfluridol. Dicho decremento fue evidente
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desde las 48 hpf y se sostuvo hasta las 96 hpf (Figura 8). En el caso de los peces expuestos a 10 y 20 uM
no hubo eclosidon en ninguno de los tiempos de medicidn, lo cual sélo reafirma que estos individuos
murieron desde el primer dia de exposicién, como se reportd en la Figura 6. Estos resultados podrian

indicar que el penfluridol es capaz de retrasar el desarrollo embrionario.
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Figura 7. Prueba de movimiento espontaneo de la cola. El penfluridol causé un decremento significativo de coleteos
a las 24 hpf, cuando este fue administrado a 2.5 y 5 uM. Los embriones expuestos a 10 y 20 uM de penfluridol no se
incluyen debido a que no tuvieron movimiento, lo que sugiere que ya se encontraban muertos. ANOVA de dos vias
con prueba post-hoc de Bonferroni. *; p<0.05, **; p<0.001.

La frecuencia cardiaca también se vio influenciada por la exposicion a penfluridol en dosis no letales. Los
resultados sugieren que el penfluridol causa una reduccidn dosis-dependiente de la frecuencia cardiaca
en las larvas Wild Type; al ser expuestos a 1.25 uM los embriones redujeron alrededor de un 50% sus
latidos por minuto con respecto al grupo control, mientras que los embriones del grupo 2.5 uM los

redujeron aproximadamente al 25% (Figura 9).

Por ultimo, el penfluridol tuvo una marcada capacidad para inducir malformaciones en los peces cebra
Wild Type. Desde la concentracién mas baja de penfluridol, la mayoria de los peces presentaron EPCy ESV,
mientras que alrededor del 30% desarrollaron escoliosis. En el grupo expuesto a 2.5 uM todos los peces

mostraron EPC y ESV en conjunto, y a su vez la frecuencia de peces con escoliosis alcanzé el 90% (Figura
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10). Como obsevacién cualitativa, estas malformaciones produjeron una notoria dificultad en el nado de

los ejemplares, por lo cual su sobrevivencia en las siguientes etapas de su desarrollo estaria comprometida.
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Figura 8. El penfluridol retrasé la eclosidon de peces Wild Type. Las barras representan el total acumulativo de los
peces eclosionados, que se cuantificaron cada 24 horas a desde las 48 hpf y hasta las 96 hpf. Los peces expuestos a
5 uM de penfluridol mostraron un decremento estadisticamente significativo del total de larvas eclosionadas con
respecto al grupo control. Los tratamientos de 10 y 20 uM de penfluridol no tuvieron ningun pez eclosionado, lo que
confirma la muerte de los peces durante su etapa embrionaria. ANOVA de una via con prueba de comparaciones
multiples de Dunnett. ***; p<0.001.
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Figura 9. Frecuencia cardiaca de las larvas de pez cebra Wild Type expuestas a penfluridol. Las barras representan
el promedio de latidos por minuto entre las larvas de cada grupo experimental a las 100 hpf. ANOVA de una via con
prueba de comparaciones multiples de Dunnett. ***; p<0.001.
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Figura 10. Malformaciones en larvas de pez cebra expuestos a penfluridol durante etapas tempranas del
desarrollo. A) Fenotipo normal del pez cebra en etapa larvaria (120 hpf). B) Malformaciones cuantificadas en este
estudio; arriba se muestra una larva con curvatura de la espina dorsal (escoliosis). Abajo se muestra una larva con
edema en el pericardio (EPC) y edema en el saco vitelino (ESV). C) (Izquierda) Imagenes representativas del fenotipo
dominante entre las larvas de cada grupo experimental y (derecha) frecuencia de cada malformacién entre los
diferentes grupos.

3.2.2 Pruebas de toxicidad en peces de la linea Tg(eGFP:Flil)

3.2.2.1 Indice de eclosién

Para reconocer el impacto del penfluridol sobre el desarrollo embrionario de los peces Flil, se realizé un
conteo de los embriones eclosionados de la misma manera que con los peces WT. Cabe destacar que los
peces Flil mostraron un tiempo de eclosién anormal adn sin el farmaco, dado que los embriones no

pasaban a la fase larvaria a las 48 hpf como normalmente. Esto sugiere que nuestros peces Flil tienen un
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retraso en su desarrollo embrionario; a pesar de ello, el penfluridol produjo un marcado atraso en el
tiempo de eclosidon de los embriones expuestos; a las 72 hpf, el penfluridol mantuvo una reduccidn
significativa del nimero de embriones eclosionados a partir de los 2.5 uM, y dicha reduccién se mantuvo
a las 96 hpf en los tratamientos con las concentraciones mas altas del farmaco (10 y 20 uM). Esto nos
indica que los embriones necesitaron mas tiempo para llegar a su fase larvaria conforme la concentracion
de penfluridol aumentd. En el caso del NNC 55-0396 no se produjeron efectos sobre la tasa de eclosion de

los embriones Flil, a ninguna de las concentraciones en las que el farmaco se administré (Figura 11).
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Figura 11. Cambios en la tasa de eclosion en embriones de la linea Tg(eGFP:Flil) por exposicion a penfluridol y NNC
55-0396. En los peces expuestos a 20 uM de penfluridol no hubo ningun eclosionado, mientras que en los tratados
con 20 uM el porcentaje de eclosion se redujo hasta alrededor del 10%. En los peces expuestos a concentraciones
menores a 10 uM la tasa de eclosién no mostré grandes cambios. Asimismo, los peces tratados con NNC 55-0396 no
tuvieron una tasa aberrante de eclosidn con respecto a su grupo control.

3.2.2.2 Cardiotoxicidad

A La frecuencia cardiaca de las larvas Flil se registré de la misma manera descrita para las larvas Wild Type.
Luego del analisis se pudo ver que los farmacos indujeron bradicardia -una reduccion significativa del ritmo
cardiaco- al igual que lo visto en las larvas WT expuestas a penfluridol. Para ambos farmacos, dicha
reduccion se dio desde los 5 uM; sin embargo, el efecto fue considerablemente mayor en el penfluridol,
dado que los latidos por minuto se redujeron hasta el 32% en la dosis siguiente (10 uM) con respecto al
grupo control, y en la dosis mas alta (20 uM) los latidos se pararon en su totalidad, sugiriendo la muerte
de los ejemplares. En el caso del NNC, los peces tratados con 10 uM tuvieron una frecuencia cardiaca del

80% con respecto al control, mientras que los tratados con 20 uM mostraron un 68% (Figura 12).
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Figura 12. Frecuencia cardiaca en peces de la linea Tg(eGFP:Flil) expuestos a penfluridol y NNC 55-0396. Ambos
farmacos causaron un decremento dependiente de la concentracién en el nimero de latidos por minuto. En el caso
de los peces expuestos a 20 uM de penfluiridol, no se muestra la barra debido a que no hubo latidos. ANOVA de una
via con prueba de comapracioens multiples de Dunnett. ***; p<0.001.
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Capitulo 4. Discusion

El cdncer de mama es una de las patologias de mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial, siendo la
primera causa de muerte en mujeres. Asimismo, el cancer de mama triple negativo (CMTN) amenaza
mayormente a mujeres latinoamericanas y actualmente no existen terapias efectivas para tratarlo, por lo
gue representa un problema de salud de alta importancia para nuestra comunidad. En esta tesis se
continud con la caracterizacidon de dos farmacos (penfluridol y NNC 55-0396) anteriormente propuestos

(Avalos-Rodriguez, 2017) y estudiados (Corral, 2020) para su uso en el tratamiento contra el CMTN.

Los ensayos realizados permitieron reconocer la capacidad de los farmacos para inducir estrés oxidativo
en células cancerosas y sanas, asi como su toxicidad sobre modelos In vivo (pez cebra) al exponerse
durante etapas tempranas del desarrollo. Nuestros resultados permiten tener una idea mas clara del
potencial anticancerigeno de los farmacos, y del rango de concentraciones a las que su uso es seguro en
organismos funcionales. Con ello, se asientan las bases para continuar el proceso de reposicionamiento
de dichos fadrmacos, y en un futuro proximo implementar su uso como agentes terapéuticos contra el

CMTN.

4.1 Ensayos in vitro

4.1.1 Citotoxicidad de los farmacos en modelos celulares

Al estudiar el efecto de los farmacos estudiados en la proliferacion de células cancerosas, los ensayos MTT
revelaron que ambos farmacos pueden actuar como agentes citotéxicos. Sin embargo, dicho efecto estuvo
presente tanto en las lineas de células cancerosas (MDA-MB-231 y 4T1) como en la linea no cancerosa
(293T). Inicialmente, esto podria sugerir que la citotoxicidad inducida por los farmacos podria no ser
especifica para células cancerosas, sino que se da manera sistematica atacando también a las células
sanas. Sin embargo, para ambos farmacos la ICso fue menor en la linea MDA-MB-231 comparada con las
lineas 4T1y 293T, lo que sugiere que las células de CMTN de humano tienen particularmente una mayor

sensibilidad a estos compuestos.
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En cuanto a la citotoxicidad del penfluridol, nuestros resultados difieren con los obtenidos por Corral
(2020), en donde la linea 4T1 fue la mas sensible hacia el farmaco; sin embargo, las evidencias reportadas
por Ranjan et al (2016) también sefialan a la linea MDA-MB-231 como la mas sensible al penfluridol
comparada con la linea 4T1, igual que en el presente estudio. Asimismo, las investigaciones de Ranjan et
al (2016) sugieren que el efecto citotdxico del penfluridol podria estar mediado por la inhibicién de la
sefializacion de la integrina a6B4; algo que sdlo se observé en la linea MDA-MB-231 y no en 4T1 (Ranjan
et al, 2016). Esto podria significar un mecanismo que subyace a la aparente especificidad del penfluridol
hacia las células cancerosas de humano; sin embargo, diversos mecanismos podrian estar interactuando

simultdaneamente para mediar la citotoxicidad del fdrmaco, por lo que siguen necesitdndose mas pruebas.

Por su parte, los resultados vistos sobre la citotoxicidad del NNC 55-0396 también son distintos a lo
reportado por Corral (2020), donde nuevamente la linea 4T1 mostré una sensibilidad mayor al farmaco.
En el presente estudio, las células MDA-MB-231 mostraron una susceptibilidad mayor al farmaco
comparadas con las células 4T1y 293T, reflejado por sus respectivas ICso (Figura 3). Por esto, la sensibilidad
de cada linea celular hacia el NNC 55-0396 es un tema del que deberd profundizarse en el futuro préximo,
ya que ayudaria a entender qué tan especifico puede llegar a ser el farmaco al utilizarlo como auxiliar en
el tratamiento del CMTN. Sin embargo, en cuanto a su actividad citotdxica en general, diversos estudios
coinciden con nuestros resultados al reportar que el NNC 55-0396 produce una inhibicidon de la

proliferacién en lineas de cancer de mama de humano (Sekar et al, 2022; Taylor et al, 2008).

En el estudio de Taylor et al (2008) se ha sugerido que el farmaco previene la proliferacion de células MDA-
MB-231, pero no necesariamente induce su muerte; a diferencia del mibefradil -andlogo del NNC 55-0396-
, que se asocia a la induccién de muerte celular (Bertolesi et al, 2002). Esta caracteristica podria ser
ventajosa para un tratamiento oncoldgico, dado que a través de este farmaco se podria detener la
proliferacién de las células cancerosas sin comprometer la viabilidad de las células sanas; sin embargo, aun
se debe estudiar dicha posibilidad a profundidad. En cuanto al mecanismo que subyace a la citotoxicidad
del NN 55-0396, se ha sugerido la capacidad del farmaco para inhibir la funcion de los canales de calcio
tipo T (TTCC) puede alterar la homeostasis de calcio intracelular (Ca%*) (Huang et al, 2015), lo que
comunmente se asocia a la induccion de autofagia a través del estrés del reticulo endopldasmico (Kania et
al, 2015). Sin embargo, se sostiene que otros mecanismos podrian estar mediando simultdneamente los

efectos del NNC 55-0396, por lo que se requiere de mayores estudios.

En el futuro proximo, serd determinante el hacer pruebas de viabilidad con concentraciones cercanas a la

ICso de cada farmaco en las células MDA-MB-231; esto con el fin de reconocer si los farmacos a
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concentraciones especificas, son capaces de inhibir la viabilidad de células de CMTN de humano sin afectar

a otros tipos celulares. Esto daria una idea mas clara del nivel de especificidad de nuestros farmacos.

4.1.2 Induccion de estrés oxidativo

En el estudio de Corral (2020), se reporté que tanto el penfluridol como el NNC 55-0396 pueden aumentar
la expresion de genes asociados al estrés del reticulo endoplasmico (ERE), lo que potencialmente seria una
via a través de la cual los fdrmacos inducen apoptosis. En este estudio, se planted que la induccién de ERE
por parte de los fdrmacos podria estar acompanada de un aumento de ROS en las células tratadas; esto
debido a la relacion que existe entre el ERE y el estrés oxidativo. Especificamente, la formacién y
rompimiento de enlaces disulfuro durante la sintesis de proteinas en el reticulo endoplasmico es un
proceso mediado por ROS; sin embargo, durante el ERE este proceso es desregulado, lo que provoca una

acumulacién de ROS con consecuente apoptosis (Malhorta y Kaufman, 2007; Cao y Kauffman, 2014).

En el presente estudio, los ensayos con CellRox Deep Red Reagent ® dejaron ver la capacidad de ambos
farmacos (penfluridol y NNC 55-0396) para aumentar los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)
intracelular en las lineas celulares probadas (Figura 5). Lo anterior sugiere que la induccién de estrés
oxidativo podria ser uno de los mecanismos asociados a la citotoxicidad de los farmacos contra células
cancerosas al igual que el aumento del ERE (Corral, 2020), en lo que podria ser un conjunto de eventos
interrelacionados que conducen a la pérdida de la viabilidad de células cancerosas a través del aumento

excesivo de los niveles de estrés intracelular.

Nuestros resultados son consistentes con reportes anteriores donde se sefialé que el penfluridol produce
un aumento de ROS en células MDA-MB-231, acompafiado de una baja en el nimero de células por
muestra, induccion de apoptosis e inhibicion de la migracion celular (Hedrick et al.,, 2016).
Interesantemente, el mismo estudio encontré que dichas alteraciones se pueden mitigar al agregar un
agente reductor como el glutatidn a las células tratadas con penfluridol; esto soporta la hipétesis de que

la toxicidad del penfluridol estd mediada en gran medida por la induccidn de estrés oxidativo.

En el caso del NNC 55-0396, un estudio reciente con células de glioblastoma sefialé que su mecanismo de
citotoxicidad estd basado en la activacién de la proteina IREla (Visa et al., 2022). Esta proteina esta
involucrada en la activacidn de la respuesta a proteinas desplegadas (RPD) como respuesta al ERE, y a su

vez la sobreexpresion de IREla estd asociada a estrés oxidativo (Li et al, 2009). Por esto, se puede
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hipotetizar que la citotoxicidad del NNC 55-0396 es consecuencia de un aumento del estrés oxidativo en
las células cancerosas ligado a ERE. Aparentemente, este conjunto de fendmenos por exposicion a NNC
55-0396 también se da en células de cadncer de mama; Corral (2020) probé que el NNC 55-0396 es capaz
de inducir ERE, mientras que el presente trabajo se reporta que el farmaco puede inducir estrés oxidativo;

ambos reportes en células MDA-MB-231.

Un aspecto a resaltar es que las tres lineas celulares mostraron distintos niveles basales de ROS
intracelular, reflejados por su intensidad media de fluorescencia (IMF) emitida durante las pruebas con
CellRox. Puntualmente, en su respectivo grupo control (sin farmaco) las células MDA-MB-231 fueron las
gue mostraron mayor abundancia de ROS, mientras que la linea 4T1 tuvo la IMF mas baja entre las tres
lineas celulares. Acorde con lo anterior, el cambio mas abrupto en el estrés oxidativo se dio en las células
4T1 al ser tratadas con penfluridol, donde a partir de la concentracién mas baja (5 uM) hubo un aumento
significativo de los niveles de ROS con respecto al grupo control. Por el contrario, en la linea MDA-MB-231
s6lo hubo un aumento del estrés oxidativo cuando el penfluridol se administré a 20 uM. Segun lo visto en
los ensayos de viabilidad celular, entre las tres lineas celulares MDA-MB-231 mostré mayor sensibilidad al
penfluridol (figuras 2 y 3); al contrastar esto con lo obtenido en las pruebas con CellRox, se puede inferir
que dicha sensibilidad es producto de su alto nivel basal de ROS. Es decir, el elevado estrés oxidativo

presente en el fenotipo de las células MDA-MB-231 las haria mas susceptibles a terapias pro-oxidativas.

De manera similar, al tratar las células con NNC 55-0396 la tendencia recién descrita se repitioé al mostrar
que las células MDA-MB-231 tuvieron una mayor IMF basal con respecto a las 293T, asi como una menor
ICso, lo que sugiere que se requiere menor cantidad de farmaco para que las células MDA-MB-231 rebasen
el umbral de estrés que promueva la pérdida de viabilidad celular. Ademads, ambas lineas celulares
mostraron un mayor aumento de ROS al tratarse con NNC 55-0396 comparado a lo sucedido con el
penfluridol. Como se puede ver en la figura 5, si comparamos los cambios en la IMF vistos en una misma
linea celular, se puede notar que en el caso del NNC 55-0396 el aumento de fluorescencia se dio a partir
de concentraciones mas bajas con respecto al penfluridol. Ejemplo de ello es lo visto en las células 29T,
donde 10 uM de NNC 55-0396 fueron suficiente para provocar un aumento significativo de la IMF.
Mientras que, con el penfluridol, el aumento en la IMF se vio a partir de los 15 uM. Esto podria sugerir que
el NNC 55-0396 tiene una mayor capacidad para inducir estrés oxidativo con respecto al penfluridol. Sin

embargo, en el futuro préximo habra que realizar mas pruebas para confirmarlo.
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4.2 Ensayos in vivo

La exposicion a los farmacos se realizé de acuerdo a los lineamientos establecidos por la OECD para la
evaluacion de toxicidad aguda de farmacos durante etapas tempranas del desarrollo (OECD, 2013). Debido
a que anteriormente no se habia experimentado con estos farmacos en embriones de pez cebra, las
concentraciones a utilizar se definieron con base a reportes previos donde se evalud la toxicidad de los
analogos farmacoldgicos de nuestros compuestos. Estos estudios se realizaron con haloperidol (Yen-Chang
et al.,, 2019) y con mibefradil (Kim et al.,, 2015); los andlogos del penfluridol y del NNC 55-0396,

respectivamente.

Es importante sefialar que los efectos vistos pueden variar si se cambian los pardmetros de exposicion,
tales como la etapa inicial del tratamiento y su duracién. Por ejemplo, para el tratamiento de distintos
tipos de cancer en larvas de pez cebra, las exposiciones farmacolégicas generalmente se realizan a partir
de las 48 hpf, con una duracién promedio de cinco dias (Cabezas et al, 2020). En este caso, el inicio del
tratamiento se da en etapas avanzadas del desarrollo embrionario, donde los peces llegan a su estado
larvario; por ello, el fadrmaco deberia tener un impacto menor al no interferir con la diferenciacién
ontogénica. En el caso de los lineamientos de la OECD, la exposicion se inicia a las 3 hpf; antes del inicio
de la etapa de gastrulacion, en donde da inicio la diferenciacién celular para la formacién de drganos. Con
ello se busca ver el mayor potencial toxicolégico que un farmaco es capaz de ejercer; a partir de aqui se

determina un rango de concentraciones seguras para su posterior uso en pruebas adicionales.

4.2.1 Peces Wild Type

Los ensayos toxicoldgicos con peces Wild Type (WT) se realizaron de la manera descrita anteriormente
(Figura 1). Para este tipo de peces sdlo se pudo experimentar con penfluridol debido a la falta de
disponibilidad del farmaco restante (NNC 55-0396) al momento de los ensayos. Aun asi, los resultados
permiten ver caracteristicas importantes del perfil toxicolégico del penfluridol en modelos In vivo. La

influencia del penfluridol sobre los parametros fisioldgicos evaluados se describe a continuacion.
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4.2.1.1 Sobrevivencia

El penfluridol redujo significativamente la sobrevivencia de los embriones expuestos a partir de los 5 uM
(Figura 6). De manera notoria, este compuesto alcanzoé una letalidad del 100% a las 24 hpf a partir de los
10 uM. Asimismo, todos los embriones del grupo se encontraron muertos al finalizar la exposicién
farmacoldgica (96 hpf), con una sobrevivencia media de 72 hpf. Por su parte, de los embriones expuestos
a 5 uM alrededor del 60% sobrevivieron hasta las 96 hpf. Los embriones tratados con concentraciones
menores a la anterior (2.5 y 1.25 uM) tuvieron un grado de sobrevivencia muy similar al del grupo control,
por lo que se reconocen como concentraciones no letales a partir de las cuales se debera profundizar en

los ensayos futuros para evaluar las propiedades anticancerigenas in vivo del penfluridol.

4.2.1.2 Neurotoxicidad

Las pruebas de movimiento espontaneo de la cola revelaron que el penfluridol en dosis no letales (<5 uM)
puede causar anormalidades en el neurodesarrollo de los peces cebra Wild Type (Figura 7). Los resultados
de la prueba sugieren que se produjo una baja en su nivel de actividad cerebral en los embriones a las 24
hpf. Por otro lado, aunque a las 27 hpf la actividad cerebral tipicamente decrece (Saint-Amant & Dupreau,
1998) esto sdlo se vio en los peces del grupo control, mientras que en los peces tratados con penfluridol
se mostro una tendencia al aumento dosis-dependiente del nimero de coleteos (aunque dicho aumento
no fue estadisticamente significativo). Esto podria sugerir que el neurodesarrollo tuvo un retraso

considerable por efecto del penfluridol.

El penfluridol es reconocido por su capacidad como auxiliar en el tratamiento de enfermedades psicéticas
como la esquizofrenia, gracias a su capacidad para bloquear receptores D2 de dopamina (Kline et al, 2018).
A su vez, la desregulacion en la comunicacidn sinaptica dopamina-dependiente durante etapas tempranas
del desarrollo embrionario se ha asociado al desarrollo de trastornos psiquidtricos como producto de
déficits en el neurodesarrollo, mismos que pueden perdurar hasta la adultez (Money y Stanwood, 2013).
Por ello, las alteraciones vistas en la actividad cerebral de nuestros embriones coinciden totalmente con
el mecanismo de accidn del penfluridol. Importantemente, los embriones expuestos a 1.25 uM de
penfluridol no mostraron diferencias significativas en su nivel de actividad cerebral con respecto al control,
en ninguno de los tiempos de prueba. Por ello, se puede inferir que esta concentracién -ademas de ser no
letal- no interfiere con el neurodesarrollo y es candidata a ser el punto de partida para ensayos futuros

con penfluridol en el pez cebra.
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4.2.1.3 Tasa de eclosion

El penfluridol tuvo efectos notorios sobre la eclosion de los embriones WT (Figura 8). Normalmente, un
embridn alcanza la fase larvaria a las 48 hpf, donde se da el rompimiento del coridn y comienza el nado
libre. Sin embargo, entre los embriones expuestos a 5 uM de penfluridol menos del 5% eclosiond a tiempo.
Ademas, dicho porcentaje de eclosiéon se mantuvo incluso a las 72 hpf. Finalmente, a las 96 hpf sélo cerca
del 60% de los embriones de este grupo se encontraron fuera del corién. Sin embargo, de acuerdo a lo
visto en las pruebas de mortalidad, a las 96 hpf el total de los embriones expuestos a 5 uM se encontraban
muertos, por lo que su falta de coridn en este punto probablemente sélo fue producto de una
descomposicién del mismo, y no de su rompimiento por parte de la larva viva. En el caso de los embriones
del grupo 2.5 uM, a las 72 hpf el porcentaje de embriones eclosionados se encontré alrededor del 80%;
esto sugiere que hubo un retraso en el desarrollo embrionario, que condujo a un retardo en la llegada a la
fase larvaria. Por su parte, los embriones del grupo 1.25 uM de penfluridol no presentaron cambios
significativos en el tiempo de eclosidn. Estos resultados sugieren, por primera vez, que la exposicion a
concentraciones no letales de penfluridol durante etapas tempranas del desarrollo puede provocar un

retraso en el desarrollo embrionario, con un consecuente retardo en la eclosion de los embriones.

4.2.1.4 Frecuencia cardiaca

El ritmo cardiaco fue otro de los parametros fisioldégicos afectados por influencia al penfluridol.
Puntualmente, el penfluridol produjo una reduccién en el nimero de latidos por minuto, de manera
dependiente de la concentracion (Figura 9). Se sabe que parte del mecanismo de accion del penfluridol se
basa en el bloqueo de canales de calcio tipo T (Kline et al, 2018); este tipo de canales estan presentes en
las células del nddulo sinusal (marcapasos) del corazdn, por lo que su bloqueo podria estar asociado al
desarrollo de arritmias (Santi et al, 2002). Anteriormente se ha demostrado que el penfluridol puede
bloquear estos canales en células cardiacas (Enyeart et al, 1990). Consistentemente, nuestros resultados
confirman la capacidad del penfluridol para inducir bradicardia, presuntamente a través del bloqueo de
canales de calcio tipo T en los cardiomiocitos. En un futuro préoximo sera interesante evaluar si la disfuncion

en el musculo cardiaco persiste en etapas avanzadas del ciclo de vida del pez.
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4.2.1.5 Teratogénesis

En el afo 2005, Diav-Citrin et al realizaron un estudio en humanos, donde se reportd que tanto el
haloperidol como su analogo -el penfluridol- no promueven malformaciones en neonatos cuyas madres
tomaron los antipsicéticos durante un periodo determinado del primer trimestre de embarazo (Diav-Citrin
et al, 2005). Sin embargo, en afios posteriores a dicho estudio se probd que existe una asociacién entre la
exposicidn fetal a antipsicdticos y el desarrollo de malformaciones congénitas (Lin et al, 2010). Asimismo,
en 2012 otro estudio intentd, sin éxito, probar la asociacién entre la ingesta de antipsicéticos durante el
embarazo y la teratogénesis en los fetos expuestos (Bodén et al, 2012). De este modo, no parece haber
congruencia entre los hallazgos hechos por los distintos autores, por lo que no hay una conclusién sobre

si el penfluridol puede actuar como un agente teratogénico cuando se administra durante la gestacion.

En nuestro estudio, la exposicién al penfluridol indujo el desarrollo de malformaciones en las larvas WT
(Figura 10). Estos resultados evidencian que concentraciones no letales de penfluridol (1.25y 2.5 uM) son
capaces de inducir el desarrollo de escoliosis, edema pericardiaco (EPC) y edema del saco vitelino (ESV) al
ser administrado en embriones durante etapas tempranas del desarrollo. Asimismo, el indice de aparicion
de estas malformaciones parece aumentar de manera proporcional a la concentracion de penfluridol. La
aparicion de escoliosis por exposicion al farmaco sugiere que el penfluridol interfiere con el correcto
desarrollo del sistema nervioso central y la formacién de musculo esquelético; estas interferencias podrian
deberse a una deficiencia de calcio intracelular, producto del bloqueo de los canales de calcio tipo T por
parte del penfluridol. La formacion de EPC podria indicar aberraciones fenotipicas en el musculo cardiaco
con consecuente acumulacidn de fluidos en el pericardio, producto de un mal funcionamiento del sistema
circulatorio. Por ultimo, la presencia de ESV se asocia a fallos en la regulacién osmdtica por disfuncion

renal en el pez (Sant & Timme-Laragy, 2018).

En conjunto, estos resultados indican que la exposicidon aguda a dosis no letales de penfluridol durante
etapas tempranas de la gestacién puede irrumpir en el desarrollo de érganos clave y con ello conducir a
aberraciones fenotipicas como producto de la desregulacidon de procesos fisioldgicos vitales. Por ello, se
debe dar continuidad a los estudios toxicoldgicos para encontrar concentraciones sin riesgo de inducciéon
de malformaciones; estas concentraciones serian las que potencialmente puedan usarse para

tratamientos oncolégicos.
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4.2.2 Peces Tg (eGFP:Flil)

4.2.2.1 Tasa de eclosion

En el caso de los peces de la linea Flil, se pudo realizar la evaluacion de los cambios en la tasa de eclosién
con ambos farmacos. Cabe resaltar que los embriones Flil mostraron un retraso en su tiempo usual de
eclosién; los embriones incubados en condiciones normales no empezaron a eclosionar sino hasta las 72
hpf, lo cual sugiere un ritmo anormal en el desarrollo embrionario de nuestros ejemplares de esta linea

transgénica.

Aun asi, los resultados permitieron ver que en estos embriones el penfluridol también ejerce un efecto
retardante en el desarrollo embrionario, traducido en un retraso en el tiempo de eclosion (Figura 11).
Interesantemente, dicho retraso fue agravandose mientras la concentracidn de penfluridol era mayor. En
el caso del grupo expuesto a 10 uM, menos del 20% habia alcanzado la fase larvaria con éxito incluso
después de las 96 hpf; asimismo, el grupo de 20 uM no hubo ningun individuo eclosionado al finalizar la
exposiciéon farmacolégica, lo cual sugiere la muerte de los ejemplares y coincide con lo visto en las larvas

Wild Type.

Por su parte, el NNC 55-0396 parece no influir en el tiempo de eclosidn de los embriones; entre los distintos
grupos experimentales no hubo variaciones significativas en cuanto al porcentaje de embriones
eclosionados. Esto nos sugiere que el NNC 55-0396 en las concentraciones probadas podria ser un farmaco
seguro para su uso durante la gestacidn; sin embargo, aun se debe profundizar con pruebas toxicoldgicas

que permitan terminar de conocer el perfil de este compuesto y comprobar su seguridad.

4.2.2.2 Frecuencia cardiaca

Las pruebas de frecuencia cardiaca revelaron que ambos farmacos son inductores de bradicardia en larvas
Flil (Figura 12). En cuanto al penfluridol, estos resultados son consistentes con lo visto en las larvas WT
(Figura 9) y confirman el efecto cardiotéxico de este compuesto al ser administrado durante etapas
tempranas del desarrollo. Dicho efecto se hizo presente a partir de los 5 uM, y fue agravandose de manera

repentina hasta reducir a alrededor del 30% los latidos en el grupo de 10 uM, y a 0 en el grupo de 20 uM.
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Por su parte, el NNC 55-0396 mostré una influencia mds sutil sobre la frecuencia cardiaca de las larvas. La
reduccion de latidos por minuto empezd a ser significativa a partir de los 5 M, y continué agravandose
conforme la concentracién crecid; sin embargo, con este farmaco dicha reduccién fue mucho menor con
respecto a la vista en las larvas expuestas a penfluridol. Con NNC 55-0396 en la concentracién mas alta
probada (20 uM), la frecuencia cardiaca se mantuvo en cerca del 70% con respecto al grupo control,
sugiriendo que este compuesto podria ser un farmaco de menor agresividad hacia los cardiomiocitos si lo
comparamos con el penfluridol. De manera similar al penfluridol, el NNC 55-0396 basa su mecanismo de
accion en el bloqueo altamente especifico de canales de calcio tipo T (Huang et al, 2015); como se
mencioné anteriormente, estos canales estan involucrados en la regulacién del ritmo cardiaco al estar
presentes en las células del marcapasos (Santi et al, 2002), por lo que se sostiene que las alteraciones en

la frecuencia cardiaca seran un marcador tipico de la exposicion a NNC 55-0396.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten ampliar el conocimiento que se tiene sobre el
penfluridol y el NNC 55-0396, esclareciendo su perfil farmacolégico y permitiendo la continuacién de su
proceso de reposicionamiento para un futuro uso como auxiliar del tratamiento del CMTN. Las pruebas
realizadas permiten inferir que los farmacos tienen un efecto citotéxico mayor en células de CMTN de
humano, con respecto a células sanas (293T) y de CMTN de ratdén (4T1). Dicha afinidad por las células de
CMTN humano podria deberse a que su efecto citotéxico esta mediado por lainduccion de estrés oxidativo
asociado a ERE, y debido a que las células MDA-MB-231 fenotipicamente muestran niveles altos de ROS

intracelular, resultan mas susceptibles ante un fdrmaco con un efecto pro-oxidativo.

A su vez, ambos farmacos demostraron tener implicaciones en pardmetros fisioldgicos clave. Los
resultados sirvieron para definir concentraciones no letales (principalmente del penfluridol); a partir de
ellas se debera profundizar para reconocer concentraciones que no causen efectos deletéreos sobre la
fisiologia del pez. Asimismo, estudios a futuro incluyen evaluar el efecto de los farmacos a concentraciones
seguras, durante etapas tardias del desarrollo; la fase larvaria y la fase adulta. Esto ayudara a determinar
si los farmacos tienen efectos deletéreos en adultos y determinar su bioseguridad para utilizarse como

tratamiento anticancerigeno en organismos desarrollados.
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Figura 13. Efecto del penfluridol sobre el nivel de estrés oxidativo en células MDA-MB-231. A) Imdagenes
representativas tomadas bajo el microscopio de fluorescencia. B) Histogramas obtenidos por citometria de flujo, que
expresan la fluorescencia emitida por las células en las muestras analizadas. C) Grafica de dispersidn con los datos
presentados en los histogramas. Cada punto representa el promedio de la intensidad de fluorescencia entre las
muestras de un mismo tratamiento. D) Conteo de las células presentes por muestra en los distintos tratamientos.

Las barras de error representan la desviacién estandar. *, p<0.05; **, p<0.001; ***, p<0.0001.



