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Resumen de la tesis que presenta Magdiel Orozco Valdivia como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion de Biomedicina vy
Nanotecnologia

Evaluacion de la acumulacién mitocondrial de estrégenos sintéticos mito-dirigidos en un modelo in

vitro
Resumen aprobado por:
Dra. Carolina Alvarez Delgado Dra. Kanchan Chauhan
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

La mitocondria es un organelo que cumple funciones esenciales en el mantenimiento de las células
eucariotas y su disfuncién estd asociada a la progresion de enfermedades neurodegenerativas,
metabdlicas y cardiovasculares. Por lo anterior es necesario encontrar tratamientos que mejoren la
funcidn mitocondrial. Los estrégenos son hormonas que tienen diversos efectos benéficos sobre las
células. Entre estos efectos, se ha observado que las hormonas inciden en la funcién mitocondrial, por
lo que son un potencial tratamiento para las enfermedades asociadas a la disfuncidon mitocondrial. Una
alternativa es mediante los compuestos mito-dirigidos, moléculas con actividad biolégica que son
acoplados a cationes lipofilicos con la capacidad de acumularse a mayor concentracion en la
mitocondria respecto a las sustancias no mito-dirigidas. Por lo tanto, se plantea conferir la propiedad
acumulativa a los estrogenos mediante el acoplamiento de trifenilfosfonio, un catién lipofilico
recurrentemente usado para la generacién de mito-dirigidos. Para el presente trabajo se sintetizaron
dos estrégenos mito-dirigidos. Este proyecto evalla la acumulacién mitocondrial de los estrégenos
mito-dirigidos después de una exposicion de estos en un modelo in vitro sensible a estrégenos,
comparando su acumulacion con la del estrégeno no mito-dirigido. Los resultados indican que los
estrogenos mito-dirigidos se acumulan mds en las mitocondrias que el estrégeno no mito-dirigido y
demuestra que los estrogenos mito-dirigidos tienen capacidad acumulativa, esto permite sentar las
bases de un tratamiento hormonal dirigido a las mitocondrias que se pueda aplicar a enfermedades
asociadas a la disfuncién mitocondrial.

Palabras clave: estrégenos, mito-dirigido, disfuncion mitocondrial, acumulacién, mitocondria
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Abstract of the thesis presented by Magdiel Orozco Valdivia as a partial requirement to obtain the

Master of Science degree in Life Sciences with orientation in biomedical innovation and
nanotechnology

Evaluation of mitochondrial accumulation of mito-targeted synthetic estrogens on in vitro model

Abstract approved by:

Dra. Carolina Alvarez Delgado Dra. Kanchan Chauhan
Thesis co-director Thesis co-director

Mitochondria are essential organelles of eukaryotic cells, and their dysfunction is associated with the
onset and development of neurodegenerative, metabolic, and cardiovascular diseases. Thus, it is
important to develop treatments to improve mitochondrial function. One of the options are estrogens,
these hormones have a protective role in cellular function by participating in the regulation of
mitochondrial function, making estrogens candidates to be a potential treatment for diseases related
to mitochondrial dysfunction. One of the alternative treatments are mito-targeted molecules, which
are biologically active molecules conjugated with lipophilic cations. These mito-targeted molecules can
accumulate inside mitochondria more than non-targeted molecules. This project aims to synthesize
mito-targeted estrogens by conjugating a lipophilic cation, triphenylphosphonium, to a parent
estrogenic compound. Our hypothesis is that these novel molecules will accumulate in the interior of
the mitochondria and will have more biological activity than the non-targeted estrogen. We
synthesized two mito-targeted estrogens for this project and evaluated the mitochondrial
accumulation in an estrogen-sensitive in vitro model, comparing their accumulation to non-targeted
estrogens. The results indicate mito-targeted estrogens accumulate in mitochondria more than the
non-targeted estrogens, showing that mito-targeted estrogens have an accumulation capacity. This
insight will make new treatments for diseases related to mitochondrial dysfunction.

Keywords: estrogens, mitochondria, mito-targeted, accumulation, mitochondrial dysfunction
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Figura 14. Fotografias A 20X de células MCF-7 expuestas a MitoE2 a las 24 hrs. .....ccccceeeevveeevcieeenns 25

Figura 15. Viabilidad celular (%) de células MCF-7 expuestas a MitoE2 a 1, 10, 100, 250 y 500 nM. A)
Viabilidad celular a las 12 hrs. B) Viabilidad celular a las 24 hrs. Datos normalizados con el
vehiculo. Datos analizados por medio de ANOVA de una via con prueba Tukey y desviacion
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Figura 16. Viabilidad celular (%) de MCF-7 alas 12 y 24 hrs de exposicion de MitoE2 a 0.1 nM, 0.25 nM,
0.5 nM, 0.75 nM y 1 nM. A) Viabilidad celular (%) a las 12 hrs de exposicion B) Viabilidad celular
(%) a las 24 hrs de exposicién. Viabilidad celular e inhibicién normalizada con el vehiculo. Datos
analizados por medio de ANOVA de una via con prueba Tukey y desviacién estandar............... 27

Figura 17. Cromatograma representativo utilizado para el andlisis de MitoEE2 y EE2D4 en diluciones
estandar. A) Cromatograma del ion extraido asociado a MitoEE2 (613.3256 m/z) con un tiempo
de retencion de 8.5 minutos, picos observados a una masa estandar de 0.4 ng, 2 ng y 20 ng. B)
Cromatograma del ion extraido asociado a EE2D4 (301.2099 m/z) con un tiempo de retencion de
7.4 minutos, picos observados a una masa estandar de 0.2 ngy 2 ng. La masa tedrica se considera
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Figura 18. Cromatograma representativo utilizado para el andlisis de MitoE2 y E2D2 en diluciones
estandar. A) Cromatograma del ion extraido asociado a MitoE2 (589.3235 m/z) con un tiempo de
deteccion de 8.2 minutos, picos observados a una masa estandar de 0.02 ng, 0.2 ngy 2 ng. B)
Cromatograma del ion extraido asociado a E2D2 (275.1973 m/z) picos observados a una masa
estdndar de 0.2 ng y 2 ng. La masa tedrica se considera masa experimental. ........ccccccceeeunnnneenn. 29

Figura 19. Cromatograma representativo utilizado para el andlisis de MitoEE2 y EE2D4 en fracciones
enriquecidas subcelulares de nucleo, citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido
asociado a MitoEE2 (613.3256 m/z) con un tiempo de retencién de 8.3 minutos, asi como el
cromatograma del ion extraido asociado a EE2D4 (de 301.2099 m/z) con un tiempo de retencidn
de 7.3 minutos. La masa tedrica se considera masa experimental. ........ccccccveeeeiiieeeeciiieeeccnneenn, 30

Figura 20. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de MitoE2 y E2D2 en fracciones
enriquecidas subcelulares de nucleo, células completas, citosol y mitocondria. Cromatograma del
ion extraido asociado a MitoE2 (589.3235 m/z) con un tiempo de retencion de 8.3 minutos
Cromatograma del ion extraido asociado a E2D2 (275.1973 m/z) con un tiempo de retencién de
7 minutos. La masa tedrica se considera masa experimental. ........cccoccvveeeeeiieeecciiiee e 31

Figura 21. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de E2 y E2D2 en fracciones
enriquecidas subcelulares de nucleo, citosol, mitocondria y de células completas. Cromatograma
del ion extraido asociado a E2 (273.1848 m/z) con un tiempo de retencion de 7 minutos.
Cromatograma del ion extraido asociado a E2D2 (275.1973 m/z) con un tiempo de retencién de
7 minutos. La masa tedrica se considera masa experimental. ........cccocovveeeriiieeeeciieee e 31

Figura 22. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de E2 enddgeno, E2D2 y EE2D4 en
fracciones subcelulares enriquecidas en nucleo, células completas, citosol y mitocondria.
Cromatograma del ion extraido asociado a E2 (273.1848 m/z) con un tiempo de retencién de 7
minutos. Cromatograma del ion extraido asociado a E2D2 (275.1973 m/z) con un tiempo de
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Figura 23. Coeficiente acumulacidon mitocondrial (CA) de MitoEE2 respecto a E2. Andlisis de T-student
con desviacion estandar mostrado (* = P 0.0440). .......ccouuiireieieeeeieiireeeeee e e 33

Figura 24. Fotografias de las membranas tras la inmunodeteccién por medio de la técnica Western Blot
de células homogenizadas con jeringa de insulina Fraccionamiento con detergentes. Membranas
reveladas por quimioluminiscencia. A) Fotografia de membrana expuesta a MIC60. B) Fotografia
de membrana expuesta a a-Tub. C) Fotografia de membrana expuestaa H-1.........ccccvvveeunneenn. 34

Figura 25. Fotografias de las membranas tras la inmunodeteccién por medio de la técnica Western Blot
de células homogenizadas con el homogeneizador Dounce. Fraccionamiento subcelular con
detergentes. Membranas reveladas por quimioluminiscencia. A) Fotografia de membrana
expuesta al anticuerpo MIC60. B) Fotografia de membrana expuesta al anticuerpo anti-a-Tub. 35

Figura 26. Fotografias de las membranas tras lainmunodeteccion por medio de la técnica Western blot
de células homogenizadas con el homogeneizador Dounce. Fraccionamiento subcelular con
soluciones sin detergentes. Membranas reveladas por quimioluminiscencia. A) Fotografia de
membrana expuesta a a-Tub. B) Fotografia de membrana expuesta a COX1. .......cccevveeeecrreeeenns 36

Figura 27. Cromatograma representativo utilizado para el analisis del AUC de MitoEE2 en fracciones
enriquecidas subcelulares de citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido asociado a
MitoEE2 (613.3256 m/z) con un tiempo de retencién de 8.3 minutos. La masa tedrica se considera
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Figura 28. Cromatograma representativo utilizado para el analisis del AUC de MitoE2 en fracciones
enriquecidas subcelulares de citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido asociado a
MitoE2 (589.3235 m/z) con un tiempo de retencion de 8.2 minutos. La masa tedrica se considera
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Figura 29. Cromatograma representativo utilizado para el analisis del AUC de E2 en fracciones
enriquecidas subcelulares de citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido asociado a E2
(273.1848 m/z) con un tiempo de retencién de 7.2 minutos. La masa tedrica se considera masa
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Capitulo 1. Introduccidn

La mitocondria es un organelo de vital importancia para la funcion celular; es la principal encargada del
metabolismo energético de toda la célula mediante la respiracién celular, mantiene el balance entre la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y moléculas antioxidantes, participa en la biosintesis
de hormonas y aminodacidos, oxida acidos grasos, regula la concentracién del ion de calcio intracelular y
participa en procesos asociados a la apoptosis(Osellame et al., 2012). Siendo la mitocondria esencial para
la célula, cuando esta no funciona de manera dptima, existen repercusiones en el funcionamiento celular.
El desbalance entre ROS y antioxidantes, asi como la baja producciéon de energia son algunas de las
caracteristicas de la disfunciéon mitocondrial. En consecuencia, la disfuncion mitocondrial esta involucrada
en la progresién de diversas enfermedades como las neurodegenerativas, metabdlicas y cardiovasculares
(Jiang et al., 2020). Por lo tanto, se buscan tratamientos que mejoren la funcién mitocondrial. En este

sentido, los estrégenos han demostrado tener un rol protector en las células.

Los estrogenos tienen distintas actividades de acuerdo con su sitio de accidn. Se ha observado que tienen
actividad nuclear y citosdlica, asi mismo, se ha observado que tienen actividad en la mitocondria debido a
la presencia de receptores de estrogenos en esta (Chen & Yager, 2004). Los estrégenos tienen efectos
positivos sobre diversos aspectos de la funcidon mitocondrial, por ejemplo: en la cadena transportadora de
electrones (Torres et al., 2018) y en la sintesis de ATP (J. Chen et al., 2003), aumentando la bioenergética

mitocondrial y evitando el estrés oxidativo por su regulacion de ROS y antioxidantes (Borras et al., 2010).

Ya que los estrégenos presentan actividad benéfica en la mitocondria, esto los convierte en candidatos a
ser utilizadas en tratamientos hormonales para las enfermedades asociadas a la disfuncidon mitocondrial.
Una de las alternativas para lograr esto es mediante la sintesis de mito-dirigidos, sustancias con actividad
bioldgica acopladas a una estructura con afinidad al interior de la mitocondria (Jiang et al., 2020). Una de
las estructuras mas usadas es el trifenilsfosfonio, un catién lipofilico que aprovecha la carga negativa del
interior de la mitocondria para internalizarse y mediante su propiedad lipofilica, atraviesa membranas
lipidicas para acumularse en el interior del organelo. Actualmente ya se han generado distintos tipos de
mito-dirigidos (Smith et al., 2003). Por lo tanto, surge una propuesta de generar estrogenos mito-dirigidos,
sugiriendo que se tendra actividad exclusiva en la mitocondria y a menor concentracién que los estrégenos

no mito-dirigidos.
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Este proyecto tiene como propdsito evaluar la acumulacidon mitocondrial de los estrédgenos sintéticos mito-
dirigidos en un modelo in vitro que sea sensible a estrégenos y se pretende comparar su acumulacién con

los estrégenos no mito-dirigidos.

1.1 Antecedentes

1.1.1 El rol fundamental de la mitocondria en la integridad celular.

La mitocondria es un organelo de las células eucariotas que tiene un rol fundamental en procesos
indispensables para el mantenimiento y supervivencia de la célula(liang et al., 2020; Osellame et al., 2012),
ya que ademas de ser la encargada principal de la bioenergética celular mediante la produccion de
adenosin trifosfato (ATP), la mitocondria se encarga de otras actividades importantes para la célula. Una
de ellas es la regulacion de ROS, moléculas oxidantes resultantes de la produccién de ATP. En
consecuencia, la mitocondria regula las concentraciones de ROS mediante la activacidon de la enzima
succinato deshidrogenasa (SOD) (Bhatti et al., 2017; Camello-Almaraz et al., 2006; Kwak et al., 2010). Otra
actividad es la captacion de calcio, un ion necesario para la comunicacion celular y para la regulacién de la
fosforilacién oxidativa. Por otro lado, es un organelo esencial para la esteroidogénesis (Bremer & Miller,
2014; Sreerangaraja Urs et al., 2020), indicando que la mitocondria es clave en los procesos reproductivos
(Sreerangaraja Urs et al., 2020) debido a su participacion en la produccién de hormonas esteroides (Shaw,
2021). También, se ha observado que la mitocondria estd involucrada en procesos apoptéticos mediante
la via clasica intrinseca (P. Li et al., 1997), ademas de participar en la biosintesis de aminoacidos y ser un

organelo determinante para la oxidacion de acidos grasos (Miller, 2013).

La mitocondria es un organelo dinamico, debido a esto se puede alterar su funcién, y cuando la
mitocondria no desempefia sus actividades de manera dptima, su disfuncién repercute en la funciéon
general de las células. Se ha visto que la baja produccion de ATP, la disminucién en la abundancia de
complejos asociados a la respiracion celular, el desbalance entre ROS y antioxidantes, asi como la
despolarizacién de sus membranas son caracteristicas de la disfuncion mitocondrial (Bhatti et al., 2017,
Jiang et al., 2020; Sreerangaraja Urs et al., 2020). En consecuencia, la disfuncién mitocondrial esta
relacionada en la progresion de distintas enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer

(Y. Li et al., 2007; Murphy & Smith, 2000); metabdlicas como la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2
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(Kwak et al., 2010); cardiovasculares como la arterosclerosis e hipertensién (Poznyak et al., 2020); asi

como en el desarrollo de endometriosis (Sreerangaraja Urs et al., 2020).

Debido a que la disfuncién mitocondrial esta relacionada con el desarrollo y progresidon de distintas
enfermedades, la mitocondria se ha convertido en un blanco terapéutico (Osellame et al., 2012) y, por
ello, se buscan terapias alternativas que beneficien la funcidn mitocondrial. Una de las alternativas es
mediante el uso de compuestos bioactivos y, en este caso, los estrégenos han demostrado tener efecto

en la actividad mitocondrial, mejorando su funcién (Klinge, 2008; Velarde, 2013).

1.1.2 Las hormonas estrogenos y su actividad celular.

Los estrégenos se clasifican en tres de acuerdo con su estructura: estriol, estradiol y estrona, siendo el
estradiol (E2) el estrogeno mas abundante en el cuerpo humano y con gran relevancia a nivel fisioldgico
durante las edades reproductivas de la mujer (Fuentes & Silveyra, 2019). Pero ademas de ser esencial para
el desarrollo de caracteres sexuales femeninos (Alvarez-Delgado & Cerbén, 2011), se ha observado que

presenta actividad en distintos tejidos con efecto en ambos sexos.

Los estrégenos han resultado tener un rol protector en las células (Shaw, 2021; Velarde, 2013), siendo las
mujeres premenopausicas las que exhiben mayor proteccion celular, debido a las cantidades elevadas de
estrégenos que presentan durante su etapa reproductiva (Davis et al., 2015). Durante la menopausia los
niveles de estrégenos disminuyen y, con ello, aumenta la prevalencia de enfermedades metabdlicas
(Stachowiak et al., 2015). En mujeres post-menopausicas, el uso de estréogenos tiende a mejorar los
sintomas vasomotores, disminuir el insomnio, mejorar el rendimiento del sistema musculo esquelético, y
disminuir la progresién de enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares (Fait, 2019); sin embargo, el uso de estrégenos ha mostrado presentar ciertas
desventajas, como el aumento en la prevalencia de cancer de mama y de endometrio (Metha et al. 2021).
Por ello, es importante conocer las vias de sefializacion intracelular de los estrégenos, y optimizar las vias

gue mejoren la funcidn mitocondrial exclusivamente.

Los estrogenos desencadenan distintas actividades dependiendo al tipo de receptor al que se unan
(Fuentes & Silveyra, 2019). La via de sefializacidon nuclear clasica (Fig. 1A), involucra la dimerizacién de
receptores de estrégenos (ER) al unirse con el estrégeno, posteriormente, este complejo se transloca al

nucleo y se une a secuencias de ADN conocidas como elementos de respuesta a estrogenos (EREs). En
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estas secuencias convergen los elementos para el inicio de la transcripcién de genes involucrados en la
proliferacién y diferenciacién celular (Fuentes & Silveyra, 2019). La via de sefializacion citosdlica clasica
(Fig. 1B) se activa mediante el receptor de estrégenos membranal (GPER), este activa proteinas cinasas

(MAPKs) que inducen la expresidn de genes asociados a la proliferacion ( Yager & Chen, 2007).

A) Via nuclear B) Via citosdlica
clasica clasica

@ Citosol  "GPERS ¢~ @
@, N (

Nucleo

EREs Expresién de genes

Figura 1. Vias de sefializacion de los estrégenos en la célula. Modificado de Fuentes & Sylveira, 2019 en
Biorender, 2023.

1.1.3 Estrogenos y su funcion en la mitocondria.

Ademas de la via nuclear y citosdlica, los estrégenos tienen actividad en la mitocondria (Mattingly et al.,
2008; Yager & Chen, 2007). La actividad de los estrégenos en la mitocondria puede darse de manera
directa e indirecta En la indirecta, el E2 estimula la expresidon del factor de receptor nuclear 1 (NRF1), que
a su vez incrementa la transcripcidon del factor de transcripcién mitocondrial 1 (TFAM), este factor se
transloca en el ADN mitocondrial (mtADN) y activan la expresidn de genes asociados a la respiracion celular
(Fig. 2A) (Lopez-Sanchez et al., 2015; Mattingly et al., 2008). Otra activacion indirecta es por medio de
receptores de estrogenos localizados en la membrana celular (Fig. 2B), Nilsen y Brinton (2003) encontraron
que el E2 incrementa los niveles de BcL-2, una proteina antiapoptoética que se transloca a la mitocondria y

aumenta la permeabilidad de Ca** en neuronas hipotaldmicas de ratas. Por otro lado, se ha observado que
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hay participacién de E2 de manera directa por la presencia de receptores de estrégenos en la mitocondria

(Chen et al., 2004; Yager & Chen, 2007) (Fig. 2C).

Citosol

A)

4BclL-2

Aumento de
permeabilidad de Ca*"
A

0 N\

Interior de la membrana

ATP
sintasa

Matriz mitocondrial

Figura 2: Rol de E2 en la mitocondria. Modificado de Shaw, 2021.

Se observé la presencia de receptores a estrogenos tanto alfa (ERa) como beta (ERB) en mitocondrias de
tejido cerebral de ratas hembra (Alvarez-Delgado et al., 2010) y en células MCF-7 (Chen et al., 2004). A su
vez, el mtADN contiene secuencias similares a los EREs nucleares y se ha demostrado que tanto los ERa
como los ERP se unen a estas secuencias, incrementando los niveles de ARN mensajero derivado del
mtDNA (Yager & Chen, 2007). Esto indica que el E2 estd implicado en la funcidon mitocondrial de manera

directa (Alvarez-Delgado & Cerbdn, 2011; Castracani et al., 2020).

Se ha visto que los efectos de E2 en la mitocondria son diversos: en la biogénesis mitocondrial, en la
regulaciéon de la actividad de cadena transportadora de electrones, y en el mantenimiento del equilibrio
de ROS y produccion de ATP. Existe mayor biogénesis mitocondrial en hepatocitos de ratas hembra que
de los machos(Capllonch-Amer et al., 2014; Galmés-Pascual et al., 2017), ya que las hembras presentan
mayor concentracion de E2 en plasma sanguineo (Galmés-Pascual et al., 2017). Por otro lado, Torres y

colaboradores (2018) observaron que el E2 influye en la actividad de la cadena trasportadora de
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electrones, asi mismo, Castracani et al. (2020) presenciaron el aumento de la expresidn proteica de los
complejos I, 11, Ill, IV y V de la linea celular de glioblastoma humano (U87-MG) a una concentracion 5 nM
de E2. Ademas, en la linea celular de MCF-7, incrementd la abundancia de transcritos de los complejos | y

Il bajo la exposicidon de E2 a 0.3 uM (Chen et al., 2004).

En el caso de 17akEtinil-Estradiol (EE2), un derivado de sintético del E2, incrementod los niveles de ATP en
tejido hepatico de ratas Fischer hembras a partir de 1 nM (Chen et al., 2003), demostrando que los
estrogenos tienen un rol en la bioenergética mitocondrial. También, se observé que el E2 disminuye la
produccién de ROS en mitocondrias aisladas de células hepaticas de ratas Wistar a partir de una
concentracién de 0.2 nM (Borras et al., 2010), indicando que el E2 reduce el estrés oxidativo en la
mitocondria. Asimismo, se ha observado que el E2 estd relacionado con la modulaciéon de la
microviscosidad de la membrana interna mitocondrial de la linea celular de glioblastoma humano U87-MG
a una concentraciéon de 5 nM (Castracani et al., 2020). Ademas, los estrégenos incrementan la expresion
de la proteina Bcl-2, proteina inhibidora de la apoptosis, en células hepaticas de ratas hembra Wistar, bajo
la exposicion de EE2 a partir de una concentracion de 1 nM. (Chen et al., 2003).

Los estrogenos han demostrado tener beneficios en la actividad mitocondrial, por ello, son candidatos

para una terapia hormonal para el tratamiento de enfermedades asociadas a la disfuncién mitocondrial

1.1.4 Una nueva alternativa, los mito-dirigidos.

Unas de las alternativas para que los estréogenos tengan la capacidad de tener su beneficio en la
mitocondria de manera selectiva, es mediante la generacién de estrégenos mito-dirigidos. Los mito-
dirigidos son moléculas con actividad bioldgica que tienen la capacidad de acumularse en el interior de la
mitocondria (Jiang et al., 2020; Smith et al., 2003; Trendeleva et al., 2012), ahi son reducidos y realizan su
actividad bioldgica (Trendeleva et al., 2012). Esta acumulacidn se logra mediante una etiqueta molecular
selectiva que tiene afinidad al interior de la mitocondria, y una de las moléculas mas usadas para generar
mito-dirigidos es el trifenilfosfonio (TPP+) (Zielonka et al., 2017) (Fig. 2). El TPP+ es un catidn lipofilico y su
afinidad por la mitocondria se debe al potencial de membrana. Se ha observado que el potencial de la
membrana mitocondrial es de 120-180 mV, mientras que el potencial de la membrana celular es de 30-40
mV (Smith et al., 2003; Zielonka et al., 2017), implicando que la mitocondria es mas electronegativa
respecto al citosol. Esto permite que el TPP+ se acumule en el interior de la mitocondria de 100 a 1000
veces mas que en el citosol de acuerdo con la ecuacién de Nernst (Smith et al., 2003; Zielonka et al., 2017).

El TPP+ incrementa las concentraciones del mito-dirigido respecto al no mito-dirigido varios drdenes de
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magnitud (Trendeleva et al., 2012). La propiedad lipofilica de TPP+ le permite atravesar las membranas

mitocondriales con facilidad (Smith et al. 2003).

AWp 30-60 mV — —
@, @ Citos‘oi‘ :
5-10x

A¥Ym 130-180 mV Mitocondria

Matriz mitocondrial

Figura 3. Estructura de TPP+, su internalizacion y acumulacion en la mitocondria. Modificada de Smith et al. 2003.

Se ha utilizado al TPP+ para generar distintos tipos de mito-dirigidos: Battogtokh et al. (2018) utilizaron
Docetaxel-TPP (DTX-TPP), un mito-dirigido anticancerigeno que demostré, por medio de espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS), acumularse en la mitocondria 5.3 veces mas respecto al Docetaxel (DTX)
no mito-dirigido. Otro mito-dirigido es el MitoQ®©, un derivado de la ubiquinona (Q10) acoplado al TPP+
(Jiang et al., 2020; Y. Li etal., 2007). MitoQ®© participa en la fosforilacion oxidativa y tiene actividad
antioxidante. Fink et al. (2009) observaron que MitoQ®© aumentd la respiracién mitocondrial de la linea
celular BAE y disminuyé la concentracién de ROS mds que la ubiquinona no mito-dirigida a 1 pM.
Actualmente, MitoQ®© se encuentra en el mercado siendo un producto alternativo a la Q10. Los mito-
dirigidos presentan una gran variedad de actividad bioldgica que depende de su conjugado, por ello, crear

estrogenos mito-dirigidos permitira enriquecer su funcién benéfica en la mitocondria.



1.1.5 Estrogenos como mito-dirigidos

Los estrégenos comparten similitudes en su estructura. Estas hormonas se componen de 18 carbonos que
forman cuatro anillos (Merchenthaler, 2018) y su actividad bioldgica se debe principalmente al grupo
hidroxilo del anillo fendlico A y del grupo hidroxilo alifatico del carbono 17 (Cook-Botelho et al., 2017;
Merchenthaler, 2018) (Fig. 3). Otra molécula derivada del E2 es el EE2, la cual tiene mayor afinidad por los
receptores de estrogenos (Fig. 3B) y tiene mayor actividad bioldgica respecto al E2 en tejido hepatico de
rata (Eisenfeld et al., 1976). Actualmente el EE2 es usado como anticonceptivo junto con levonorgestrel,

un derivado de la progestina (Rodriguez-Carranza, 2015).

A) B)
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Figura 4. Estructura de los estrogenos. A) 17a-Etinil estradiol, B) 17B-Estradiol. Imagenes modificadas de 17 B-
estradiol y 17 a-etinil estradiol obtenido en NovoPro mediante SMILES candnico, 2023.

Como se mencioné anteriormente, la funcién benéfica que tienen en la mitocondria convierte a los
estrogenos en candidatos para su sintesis a estrégenos mito-dirigidos. Por tal motivo, este proyecto
pretende generar moléculas mito-dirigidas de estrégenos mediante la unién covalente al TPP+ (Fig. 5).
Actualmente se han sintetizado dos estrégenos mito-dirigidos en colaboraciéon con la Dra. Kanchan
Chauhan vy el Dr. Rafael Vazquez-Duhalt en el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN) de la
UNAM. Se sintetizd el estrdgeno mito-dirigido derivado de EE2, mito-etinil-estradiol o “MitoEE2” (Fig. 5A),
y el estrégeno mito-dirigido derivado de E2, mito-estradiol o “MitoE2” (Fig. 5B). Su acoplamiento con el

TPP+ le permitira acumularse en el interior de la mitocondria y aumentara la actividad estrogénica en este
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organelo, y para corroborar esto, se evaluard la acumulacién mitocondrial de los estrégenos mito-dirigidos

respecto a los estrogenos no mito-dirigidos.

A) B) HO

a0 ot I8 o5

Figura 5. Propuesta de estructura de los estrégenos mito-dirigidos. A) Estrégeno mito-dirigido derivado de EE2:
mito-etinil-estradiol o “MitoEE2”. B) Estrogeno mito-dirigido derivado de E2: mito-estradiol o “MitoE2”.

1.2 Justificacion

La mitocondria tiene un papel fundamental en la bioenergética celular, asi como en la regulacion de
especies reactivas de oxigeno y su disfuncién afecta profundamente a la célula, lo cual se ha asociado a
diversas enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y metabdlicas. Por lo que se esta explotando
la idea de generar compuestos mito-dirigidos que mejoren la funcidn mitocondrial para la creacién de
nuevos tratamientos para enfermedades asociadas a la disfuncidon mitocondrial. En el caso de los
estrogenos, se ha demostrado que pueden mejorar la funcion mitocondrial a través de la regulacion de la
actividad transportadora de electrones y la regulacidon en la concentracion de especies reactivas de
oxigeno. En este proyecto se pretende generar moléculas de estrégenos mito-dirigidos que tengan
actividad biolégica selectiva dentro de las mitocondrias y que dicha actividad sea mayor que la de los
estrogenos no mito-dirigidos. Estos estrégenos mito-dirigidos se podran utilizar en un futuro como base

de tratamientos dirigidos a las mitocondrias para enfermedades asociadas a la disfunciéon mitocondrial.

1.3 Hipétesis

Los estrégenos mito-dirigidos se acumularan en las mitocondrias de las células sensibles a estrégenos mas

que los estrégenos no mito-dirigidos.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Comparar la acumulacién de los estrogenos mito-dirigidos en la mitocondria respecto al estradiol no

dirigido.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Establecer un modelo in vitro de una linea celular sensible a estrégenos.

2. Evaluar la viabilidad celular de la linea celular MCF-7 expuesta a diferentes concentraciones de

estrogenos mito-dirigidos y determinar la concentracion inhibitoria media.

3. Establecer un método de extraccion de los estrégenos mito-dirigidos desde fracciones subcelulares

para su deteccién y cuantificacién.

4. Evaluar la acumulacién de los estrégenos mito-dirigidos dentro de mitocondria y compararla con la

acumulacién del estradiol.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cultivo de una linea celular sensible a estrégenos

Se usé como modelo experimental la linea celular de carcinoma de mama MCF-7 debido a que se ha
demostrado que expresan receptores a estrégenos mitocondriales (Chen et al. 2004). Las células se
cultivaron en cajas Petri de 10 cm de didametro con 8 mL de medio DMEM de alta glucosa (4.5 g/L) (Gibco™),
suplementado con 10% de suero fetal bovino 10% (BioWest™) y con 1% de antibidtico/antimicético
(Gibco™), incubdndose a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO,. 6 dias antes del tratamiento con los
estrogenos, las células se pasaron a medio DMEM F-12 con 10% de suero fetal bovino sin hormonas y sin

rojo fenol (Biowest, S181F-500) y con 1% de antibidtico/antimicético (Gibco™).

2.2 Evaluacion de la viabilidad celular de la linea celular sensible a estrégenos

mito-dirigidos

Para evaluar la viabilidad celular de la linea celular MCF-7 bajo el tratamiento de los estrégenos mito-
dirigidos MitoEE2 y MitoE2, se realizé un ensayo de MTS (CellTiter 96®, Promega). El ensayo se realizd en
microplaca de 96 pocillos donde en cada pozo se sembraron 5,000 células en 100 puL de medio DMEM F-
12 con 10% de suero fetal bovino sin hormonas (Biowest, S181F-500) y con 1% de antibidtico y antimicético
(Gibco™). Las células se dejaron en incubacién por 24 horas y posteriormente fueron tratadas con MitoEE2
y MitoE2 (Fig. 4) a 1, 10, 100, 250 y 500 nM. Como control positivo se utilizé (17p-Estradiol, “E2” (Sigma™))
a 100 nM, ya que a esta concentracién muestra el aumento en la expresion de genes asociados a complejos
de respiracion mitocondrial y de ATP sintasa (Chen et al. 2004). Como control negativo se utilizdé medio
DMEM F-12 sin estrégenos, asi mismo, se utilizé sulféxido de dimetilo (DMSO) como vehiculo ya que los

mito-dirigidos esta disueltos en este compuesto.

Se expusieron las células a MitoE2 por 12 y 24 hrs a 1, 10, 100, 250 y 500 nM, lo mismo para las células
expuestas a MitoEE2 a excepcidn de un tratamiento adicional de exposicién de 1, 10 y 100 nM por 6 hrs.
Al terminar el tiempo de exposicidn, se tomaron fotografias a las células expuestas con tratamientos y

posteriormente se colocaron 100 pL de reactivo de Owen y se incubd a 37°C con una atmdsfera del 5% de
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CO; durante 1 hora. La solucién coloreada se cuantificé midiendo su absorbancia a 590 nm en el lector de

microplacas EPOCH y el lector ThermoFisher.

Con el fin de conocer la viabilidad celular a concentraciones menores de 1 nM, se realizé el ensayo MTS
con tratamientos de estrégenos mito-dirigidos MitoEE2 y MitoE2 a 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1 nM. Como control
positivo se utilizé E2 a 1, 10 y 100 nM. Se expusieron las células por 12 y 24 hrs, realizando el protocolo

mencionado anteriormente.

Para conocer la viabilidad celular (%) de acuerdo con los resultados de absorbancia, se aplico la siguiente

formula (1).

. Absorbancia de réplica
Viabilidad celular (%) = Ty I Py p————p X 100 (1)

Con el fin de conocer qué concentracidn inhibe el crecimiento del 50% de la poblacién celular, se obtuvo
la inhibicidn celular (%) (férmula 2) y de ella, la concentracién minima inhibitoria 50% (ICso) con el

programa de Gradhpad Prism 8.0.

Absorbancia de réplica

Inhibicién celular (%) = 100 — ( 100) (2)

Promedio de absorbancias

2.3 Deteccion y cuantificacion de los estrégenos mito-dirigidos por LC-MS/MS

mediante diluciones estandar.

Para conocer si los estrégenos mito-dirigidos son detectados por LC-MS/MS, se realizaron diluciones
estandar que consiste en una muestra con una cantidad de masa conocida. En este caso de MitoE2 y
MitoEE2, asi como de sus estandares internos (IS por sus siglas en inglés “Internal Standard”) siendo los
deuterados Estradiol-d2 “E2D2"” (Sigma-Aldrich) y 17a-Etinilestradiol-d4 “EE2D4” (Santa-Cruz). Los IS son
moléculas con una masa parecida a los compuestos a analizar, en este trabajo los estrogenos mito-
dirigidos MitoEE2 y MitoE2, asi como E2. Los IS tienen como objetivo ser un punto de control en la
deteccidn y cuantificacién de los analitos mediante la comparacion de la masa/respuesta que arroja el

equipo de LC-MS/MS al detectar los estrégenos.
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Los compuestos se diluyeron 1 mg en 1 ml de acetonitrilo al 100% grado masas en tubos de 1.5 mL. Se
realizaron diluciones a concentraciones de 10, 1, 0.2 y 0.02 ng/pL con agua: acetonitrilo (80:20) con 0.1%

de acido férmico.

2.4 Preparacion de las muestras para inyeccion a LC-MS/MS.

A cada tubo se le afiadieron 200 pL de agua: acetonitrilo (80:20) con 0.1% de acido férmico. Las muestras
se mezclaron por 60 segundos a temperatura ambiente (22 °C). Las muestras se centrifugaron a 20,817 g
por 10 min a 4°C en la centrifuga 5417 R (Eppendorf ®) para eliminar impurezas. Se recupero el 80% (160
pL) de la muestra centrifugada y se transfirié a otro tubo de 0.5 mL. Se transfirieron 20 uL de muestra a

un vial de inyeccién para inyectar a LC-MS/MS, el resto de la muestra se guardd a -70°C.

Una vez obtenidos los cromatogramas, se minaron los datos de acuerdo con la masa monoisotdpica (m/z)
de las moléculas ionizadas del analito, obtenidas por la masa exacta y la masa de un proton [M+H] en el
programa Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis B06.00. La m/z a buscar, de acuerdo con su masa
exacta, fue para MitoEE2 613.3256, para MitoE2 fue 589.3235, para E2 fue 273.1848 para E2D2 fue
275.1973 y para EE2D4 fue 301.2099.

2.5 Parametros de adquisicion de datos por LC-MS/MS.

Los pardmetros de adquisicion de datos estan reportados de acuerdo con el trabajo de Meza-Villezcas
et al. (2022). Se separaron 2 plL de cada muestra durante 15 minutos mediante el cromatégrafo liquido
Agilent nanoLC 1260 Infinity system (Agilent Technologies) en la columna ZORBAX 80 SB-C18 (75 um x 43
mm, 5 um C18 con 40 nL de volumen de columna trampa). Para las fases moéviles A y B se utilizé agua y
acetonitrilo, ambos con 0.1% de 4cido férmico. Las fases moviles se usaron en distintos gradientes a una
tasa de flujo de 300 nL/min. Se inicié con un gradiente de solucién B a 5%, incrementando de manera lineal
a 100% en 5 minutos, manteniéndose asi por 2 minutos, y se decrementd a 5%, manteniéndose asi por 8
minutos hasta inyectar las muestras. Se inyectaron dos muestras blanco (3 pL de solucién Ay B a una
proporcién 95:5) entre cada muestra experimental para limpiar la columna y minimizar el potencial de

acarreamiento.
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El eluato se depositd en el espectrometro de masas 6530 Accurate-Mass Q-TOF (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA, USA) mediante una interfase de HPLC. Se utilizé una ionizacidn por nanospray en modo

positivo.

Los datos del primer espectrémetro (MS1) se adquirieron con las siguientes condiciones: Voltaje de
capilaridad de 1850 V; temperatura del gas de 325°C, flujo de gas de 5 L/min; voltaje del skimmer, 65 V;
radiofrecuencia del octapolo de 750 V; voltaje del fragmentador, 175 V; tasa de adquisicién de espectro,

4 espectros/s sobre un rango de masa entre 10 a 1000 m/z.

Las condiciones del segundo espectrémetro (MS2) fueron: una ventana de aislamiento estrecha (1.3 m/z);
el rango de adquisiciéon de espectro fue de 3 espectros; los precursores maximos por ciclo fueron 5
espectros en un rango de masa entre de 50 a 1000 m/z. Se habilité la opcidn de exclusién activa, se
conFiguré a 2 espectros y se liberd después de 0.1 minutos. La opcidn de energia de colisién en rampa se

usé con un valor de pendiente y compensacion de 6 y 4, respectivamente.

Los instrumentos se calibraron de manera externa antes de la adquisicién del eluato usando la solucién
ESI-L low-mix concentration tunning mix-solution (Agilent Technologies) para tener una exactitud de masa
del <5ppm en la adquisicion de los datos tanto del MS1 como del MS2. La obtencién de datos se evalud

constantemente, incluyendo los controles de calidad.

2.6 Evaluacion del coeficiente de acumulacién de los estrégenos mito-dirigidos

respecto a no mito-dirigidos.

2.6.1 Diluciones

Para evaluar el coeficiente de acumulacion (CA) de los estrogenos mito-dirigidos MitoEE2 y MitoE2 con
respecto a los no-mito-dirigidos (173-Estradiol, “E2” (Sigma™), se realizaron tratamientos con 100 nM ya
que se considerd una cantidad de masa elevada y asi tener un rango detectable en el LC-MS/MS .Los
tratamientos se hicieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Minimun Essential Medium)
F-12 (Gibco™) con 10% de suero fetal bovino sin hormonas (Biowest™, S181F-500) y con 1% de antibiético

y antimicotico (Gibco™).
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2.6.2 Tratamientos

Se cultivaron células MCF-7 (pase 11) y se mantuvieron de acuerdo con el protocolo del apartado 2.1. Las
células se mantuvieron en este medio hasta llegar a 95% de confluencia. Una vez alcanzada esta
confluencia, las células se lavaron con 6 mL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 27 mM, Na;HPO4 10 mM, KH,PO, 2
mM, pH 7.4), por caja y a temperatura ambiente (25 °C). Se colocaron 8 mL por caja de los siguientes

compuestos:

MITOEE2 100 nM

MITOE2 100 nM

E2 100 nM

Medio DMEM F-12 (control negativo)

Las células se expusieron por 1 hora incubandose a 37°C con 5% CO; ya que en el trabajo de Battogtokh

et al. (2018) observaron acumulacién a esa hora.

2.6.3 Fraccionamiento subcelular para la obtencidon de las fracciones enriquecidas

nucleares, citosélicas y mitocondriales tratadas con estrégenos mito-dirigidos

Se removid el medio y las células se lavaron con 6 mL de PBS frio (4°C), enseguida las células se cosecharon
con espatula de plastico, colocando las células provenientes de 3 cajas en tubos de 50 mL. Las células se
centrifugaron a 193 g por 10 min. a 4°C en la centrifuga 5810 R (Eppendorf®). Se descarté el sobrenadante
y se siguid trabajando con el botén celular (“pellet”). Se agregd 1 mL de solucion isoténica mitocondrial
(HEPES 20 mM, manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, pH 7.2, 4°C) a cada pellet y se colocaron en hielo. Los
tubos de las células que no pasaron por fraccionamiento subcelular se guardaron a -80 °C hasta el

momento de la liofilizacién.

Las células se lisaron en hielo; para la primera réplica del experimento se utilizé una jeringa de insulina,
pasando por el émbolo 35 veces la muestra, para la segunda y tercera réplica se utilizd el homogeneizador
de tejido Dounce ajustado de 1 mL (WHEATON®) pasando el pistilo 20 veces por la muestra. El lisado

celular se centrifugé a 1500 g a 4°C por 10 minutos y se colectd el sobrenadante en otro tubo de 1.5 mL.
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El pellet se resuspendié en 1 mL de solucidn isotdnica mitocondrial y se repitid el proceso de lisado y
centrifugado de las células. El sobrenadante de la segunda centrifugacion se colecté en otro tubo de 1.5
mL y se mantuvo en hielo. El pellet de la segunda centrifugacién (“fraccién nuclear”) se resuspendié en

200 pL de solucién isoténica mitocondrial y se guardd a -80 °C.

El sobrenadante guardado en hielo se centrifugd a 10,000 g a 4°C por 20 min. El sobrenadante de esta
centrifugacion se guardd como “fraccion citosdlica” y se pasé a -80°C. El pellet se resuspendié en 500 pL
de buffer de lavado (Tris HCl 10 mM, sacarosa 250 mM, pH 7.4) y se centrifugé a 10,000 g a 4 °C por 10
minutos, se descarté el sobrenadante y se resuspendid el pellet (“fraccion mitocondrial”) en 500 pL de
solucién isoténica mitocondrial. Todas las fracciones se guardaron a -80°C. 24 horas después, las fracciones
y células completas (“muestras”) se liofilizaron en el colector al vacio (Labconco) a 0.016 mBar a -106 °C

por 16 hrs.

2.6.4 Extraccion de los estrogenos mito-dirigidos a partir de las fracciones

subcelulares

Al terminar de liofilizar las muestras, se realizé el siguiente proceso de extraccion de los compuestos: A
cada muestra se le agregd 100 ng de IS a una concentracion 100 ng diluidos en 5 pL acetonitrilo 100%
grado masas cada uno. Para la primera réplica del experimento se agregaron los estandares internos de la

siguiente manera:

e EE2D4 a las células completas, fracciones nucleares, mitocondriales y citosélicas expuestas a

MitoEE2 100 nM.

e E2D2 alas células completas, fracciones nucleares, mitocondriales y citosélicas expuestas a MitoE2

a 100 nM.

e E2D2 a las células completas, fracciones nucleares, mitocondriales y citosélicas expuestas a E2 a

100 nM.

Tanto E2D2 y EE2D4 a las fracciones nucleares, mitocondriales y citosélicas que no fueron expuestas
(control negativo). Para la segunda y tercera réplica del experimento se utilizaron ambos IS en todas las

muestras.
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Las muestras se mezclaron por 60 segundos en agitaciéon constante a temperatura ambiente (25°C),
posteriormente se les agregd 490 UL de acetonitrilo 100% y se mezclaron por 60 segundos en agitacion

constante a temperatura ambiente (25°C).

Las muestras se centrifugaron a 20,817 g por 10 minutos a 4°Cy se recuperd el sobrenadante en otro tubo
de 1.5 mL. El pellet se centrifugd nuevamente con el fin de recuperar mas acetonitrilo y la mayor cantidad
de compuestos estrogénicos posible. Los tubos con sobrenadante se colocaron en SpeedVac Savant
RVT400 refrigerated Vapor Trap de ThermoFisher Scientific por 2 horas a 5 ramp para evaporar el

acetonitrilo y conservar los compuestos estrogénicos. Los tubos se guardaron a -80°C por 24 hrs.

2.6.5 Preparacion de las muestras para inyeccion a LC-MS/MS y pardmetros de

adquisicion de datos

Las muestras se prepararon de acuerdo con el apartado 2.4 y también se utilizaron los pardmetros de
adquisicion de datos de acuerdo con el apartado 2.5. Posterior a la corrida, se determind el area bajo la
curva (AUC) de los compuestos estrogénicos en las fracciones subcelulares mediante el programa Agilent
Mass Hunter Qualitative Analysis. Se obtuvo el AUC de MitoEE2, MitoE2, E2 y sus respectivos IS. El AUC de
los compuestos estrogénicos fueron normalizados con sus estandares internos utilizando la siguiente

férmula:

AUC del compuesto estrogénico (3)
AUC del estandar interno

Normalizacion de AUC =

Una vez normalizados los AUC, y con el fin de conocer el coeficiente de acumulacion (CA) de los estrogenos

mito-dirigidos de la fraccidon mitocondrial, se realizo la siguiente férmula:

AUC normalizado en fraccién mitocondrial
AUC normalizado en fraccion citosélica

(4)

Coeficiente de Acumulacién (CA) =

2.7 Corroboracion del fraccionamiento subcelular.

Con el fin de conocer si las técnicas de fraccionamiento subcelular generan fracciones mitocondriales,

citosdlicas y nucleares enriquecidas, se realizé el protocolo de inmunodeteccién por la técnica de Western
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blot para la deteccidn de proteinas exclusivas de cada fraccion. Se utilizé Anti-Mitofilina (MIC60) (Abcam™)
y Anti-Citocromo C Oxidasa Subunidad 1 (COX1) (Cell Signaling™) para la fraccion mitocondrial, Anti-
oTubulina (aTub) (Sigma-Aldrich™) para la fraccidon citosdlica, y Anti-Histona 1 (H-1) (Santa-Cruz
Biotechnology™) para la fraccién nuclear. Como control positivo, se utilizaron células completas, es decir,

sin pasar por el protocolo de fraccionamiento subcelular.

Se preparo el gel concentrador al 6% y gel separador al 12%. Se cargaron 50 plL con 60 g de las proteinas
provenientes de las fracciones subcelulares, también se cargaron 5 pL de escalera Amersham™ ECL™
Rainbow™ Marker - Full range (Sigma-Aldrich™). Las proteinas se separaron en gel SDS-PAGE a 50 Volts
hasta llegar al gel separador y de ahi 100 V por 1 hr. Las proteinas se transfirieron a membrana PDVF por
medio de transferencia semi-himeda a 15 Volts por 1 hr. Las membranas se bloquearon con leche filtrada
al 5% por 1 hora a 18°C. Las membranas se incubaron con MIC60 2 pg/mL, a-Tub 4 pg/mL, H-1 0.4 pg/mL
por 18 hrs a 16°C en agitacion constante. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario Anti-
Raton IgG Peroxidasa (Sigma-Aldrich™) 0.2 pug/mL por 1 hora en agitacion constante a 16°C. Se revelaron

las membranas en el revelador Quemidoc™ MP Imaging System (BioRad Laboratories©).

Para la corroboracién de fraccionamiento subcelular sin usar detergentes en la solucion isotdénica
mitocondrial y de lavado, se cargaron 50 pL con 30 ug de las proteinas provenientes de las fracciones
mitocondriales y citosdlicas. Se cargaron 7.5 pL de escalera Amersham™ ECL™ Rainbow™ Marker-Full
range (Sigma-Aldrich™). Las membranas se bloquearon con albumina fraccién V al 10% por 1 hora a 18°C.
Las membranas se incubaron con COX1 14 ng/mL y con oTub 4 pg/mL por 18 hrs a 4°C en agitacidn
constante. Posteriormente, a la membrana expuesta con COX1 se incubd con el anticuerpo secundario
Anti-Conejo IgG Peroxidasa (Santa-Cruz Biotechnology™) 0.4 pg/mL, a la membrana expuesta con aTub se
expuso con el anticuerpo secundario Anti-Ratdn 1gG Peroxidasa 0.2 pg/mL. Las membranas se revelaron

en el revelador Quemidoc™ MP Imaging System.

2.8 Analisis estadisticos.

Para comparar la viabilidad celular (%) de las distintas concentraciones de los estrégenos mito-dirigidos,
se realizd un ANOVA de una via con prueba Tukey para comparaciéon multiple entre los tratamientos. Para
la obtencidn de IC50 se utilizé andlisis de inhibicién (%) con regresién no linear. Para comparar el

coeficiente de acumulacién mitocondrial entre los estrogenos mito-dirigidos respecto al coeficiente del
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estrogeno no mito-dirigido se realizdé una prueba t de Student. Los andlisis estadisticos se realizaron en

GradPad Prism 8.0.8.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Resultados de establecimiento de linea celular sensible a estrégenos.

El crecimiento y mantenimiento de la linea celular MCF-7 se siguié de acuerdo con la seccion 2.1. Las
fotografias tomadas con microscopio (Fig. 5) muestran la morfologia de las células en medio DMEM a 37°C
con 5% CO2. Se puede observar la morfologia tipicamente epitelial de estas células, adheridas a la placay

formando grupos.

Figura 6. Fotografia de la linea celular MCF-7 a una confluencia de 40%, A) fotografia a 4X, B) fotografia a 10X.

3.2 Resultados de viabilidad celular de linea celular MCF-7 tratadas con

estrégenos mito-dirigidos.

3.2.1 Viabilidad celular de linea celular MCF-7 expuestas a MitoEE2.

Las fotografias muestran que con los tratamientos con MitoEE2 a las 12 hrs y 24 hrs aparecen vesiculas a
partir de la concentracion de 1 nM (Fig. 7 y 8). Se aprecian prolongaciones celulares y células no adheridas
en los tratamientos de MitoEE2 a 100, 250 y 500 nM a las 12 hrs (Fig. 7), mientras que a las 24 hrs se

observan a partir de 10 nM en adelante (Fig. 8)
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Vehiculo MitoEE21 nM MitoEE2 10 nM

200 pm

MitoEE2 100 nM MitoEE2 250 nM MitoEE2500 nM

Figura 7. Fotografias a 20X de células MCF-7 expuestas a MitoEE2 a las 12 hrs.

Vehl'ulo MitoEE21 nM MitoEE210 nM

MitoEE2 100 nM MitoEE2250 nM MitoEE2500 nM

Figura 8. Fotografias a 20X de células MCF-7 expuestas a MitoEE2 a las 24 hrs.
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En los resultados del ensayo de MTS, no se observaron cambios significativos en la viabilidad celular en

células MCF-7 con los distintos tratamientos de MitoEE2 a las 6 hrs (Fig. 9).

Viabilidad (%) de MitoEE2 a las 6 hrs
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Figura 9. Viabilidad celular (%) de MCF-7 a las 6 hrs de exposicion de MitoEE2 a 1, 10 y 100 nM. Viabilidad
normalizada con el vehiculo. Datos analizados por medio de ANOVA de una via con prueba Tukey y desviacion
estandar mostrada.

La viabilidad celular se vio afectada con el tratamiento de MitoEE2 a las 12 hrs (Fig. 10). No se observd
disminucién en la viabilidad celular a 1nM ni a 10 nM, pero si con los tratamientos a 100, 250 y 500 nM
respecto al vehiculo (P < 0.0001). Ademas, se observd una diferencia en la viabilidad celular de células
tratadas a 100 nM de MitoEE2 respecto a 100 nM de E2 (P < 0.0001), disminuyendo la viabilidad en células
expuestas MitoEE2. Los resultados de inhibicién (%) indicaron que la ICso de MitoEE2 fue de 323 nM (R2 =

0.9428) a estas horas de exposicion.

En el caso del ensayo de MTS de células tratadas con MitoEE2 a las 24 hrs (Fig. 11), la viabilidad celular se
mantuvo en las células tratadas con MitoEE2 a 1 nM y se observé un aumento de esta en el tratamiento
con MitoEE2 a 10 nM respecto al vehiculo (P < 0.0051). Solamente la viabilidad celular disminuyé en las
células tratadas a 100, 250 y 500 nM respecto al vehiculo (P < 0.0001). Ademas, se observd una

disminucién de la viabilidad celular en las células tratadas a 100 nM de MitoEE2 respecto a las tratadas
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con 100 nM de E2 (P=0.0003). Los resultados de inhibicidn indican que la IC50 de MitoEE2 a las 24 hrs de

tratamiento es de 347.9 nM (R2 = 0.8867).

Viabilidad celular (%) MCF-7 a las 12 hrs

A

150 T
LE 2]
[ |
@ I .|| R I 80_
£ T
5 1004 _
% 1 3 60
Q
Q c
O
3 g a0
2
B — 2
3 504 £
3 £ L
>
0
0 T T T T
S & & & SR
& & & & 'b"@ N w"qg N
& § ¥ ¢ ¢ ¢
& ¢

Inhibicién de MitoEE2 a 12 hrs

R’=0.9428

4 1C50=323 nM

L4 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Concentracion de MitoEE2

Figura 10. Viabilidad celular de MCF-7 e IC50. A) Viabilidad celular (%) de MCF-7 a las 12 hrs de exposiciéon de
MitoEE2 a 1, 10, 100, 250 y 500 nM. B) Inhibicion celular (%) e IC50 de MitoEE2 a las 12 hrs. Viabilidad e inhibicién
normalizada con el vehiculo. Datos analizados por medio de ANOVA de una via con prueba Tukey y desviacion

estandar mostrada.
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Figura 11. A) Viabilidad celular (%) de MCF-7 a las 24 hrs de exposiciéon de MitoEE2 a 1, 10, 100, 250 y 500 nM.
B) Inhibicion celular (%) e IC50 de MitoEE2 a las 24 hrs. Viabilidad celular e inhibicion normalizada con el
vehiculo. Datos analizados por medio de ANOVA de una via con prueba Tukey y desviacion estandar mostrada.
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En las células tratadas con MitoEE2 a concentraciones de igual y menor a 1 nM (Fig. 12), no se observaron
diferencias en la viabilidad celular en los tratamientos de 0.1 nM, 0.25 nM, 0.5 nM y 0.75 nM a las 12 hrs,
a excepcion de las células tratadas a 1 nM (P=0.0092) (Fig. 12A). En el caso de las células tratadas con
MitoEE2 por 24 hrs, no se observaron diferencias en la viabilidad a 0.25 nM, 0.5 nM, 0.75nMya 1 nM, a
diferencia en la viabilidad en células expuestas a 0.1 nM (P=0.0019) (Fig. 12B).
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Figura 12. Viabilidad celular (%) de MCF-7 a las 12 y 24 hrs de exposicion de MitoEE2 a 0.1 nM, 0.25 nM, 0.5
nM, 0.75 nM y 1 nM. A) Viabilidad celular (%) a las 12 hrs de exposicion B) Viabilidad celular (%) a las 24 hrs
de exposicion. Viabilidad celular e inhibicién normalizada con el vehiculo. Datos analizados por medio de
ANOVA de una via con prueba Tukey y desviacion estandar mostrada.
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3.2.2 Viabilidad celular de linea celular MCF-7 expuestas a MitoE2

Las fotografias muestran los cambios morfoldgicos con la exposicion de MitoE2 alas 12 y 24 hrs (Fig. 13y
14). Se puede observar la aparicion de vesiculas intracelulares a partir de la exposiciéon a 1 nM vy
prolongaciones celulares de la membrana a 500 nM a las 12 hrs (Fig. 13). Igualmente, a las 24 hrs, se
observan vesiculas intracelulares a partir de 1 nM sin embargo se observan células no adheridas a 250 nM

y 500 nM de exposicidn, ademas de prolongaciones celulares de la membrana a 500 nM (Fig. 14).

200 pm

Vehiculo MitoE2 1 nM MitoE2 10 nM

200 um

MitoE2 100 nM MitoE2 250 nM MitoE2 500 nM

Figura 13. Fotografias a 20X de células MCF-7 expuestas a MitoE2 a las 12 hrs.

Vehiculo MitoE21 nM MitoE2 10 nM

P

MitoE2 a 100 nM MitoE2 a 250 nM MitoE2 a 500 nM

200 pm

200 pm

Figura 14. Fotografias A 20X de células MCF-7 expuestas a MitoE2 a las 24 hrs.
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En los resultados del ensayo de MTS, la viabilidad celular no tuvo cambios significativos a las 12 y 24 hrs
de exposicion con MitoE2 en las concentraciones estudiadas (Fig. 15). Ademads, de acuerdo con los
resultados de inhibicidn celular, no se logré obtener una IC50 ya que en ningln tratamiento disminuyé la
viabilidad celular al 50%.
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Figura 15. Viabilidad celular (%) de células MCF-7 expuestas a MitoE2 a 1, 10, 100, 250 y 500 nM. A) Viabilidad
celular a las 12 hrs. B) Viabilidad celular a las 24 hrs. Datos normalizados con el vehiculo. Datos analizados por
medio de ANOVA de una via con prueba Tukey y desviacidon estandar mostrada.

En los tratamientos de MitoE2 a concentraciones de igual y menor a 1 nM (Fig. 16), se observa que no hay

diferencia en la viabilidad celular en los distintos tratamientos a las 12 hrs ni 24 hrs
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Figura 16. Viabilidad celular (%) de MCF-7 a las 12 y 24 hrs de exposicion de MitoE2 a 0.1 nM, 0.25 nM, 0.5 nM,
0.75 nM y 1 nM. A) Viabilidad celular (%) a las 12 hrs de exposiciéon B) Viabilidad celular (%) a las 24 hrs de
exposicion. Viabilidad celular e inhibicién normalizada con el vehiculo. Datos analizados por medio de ANOVA

de una via con prueba Tukey y desviacién estandar.
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3.3 Resultados de la deteccidon de los estrogenos mito-dirigidos por LC-MS/MS

mediante diluciones estandar.

De acuerdo con los resultados del LC-MS/MS, en el cromatograma del ion extraido asociado a MitoEE2

(613. 3256 m/z) y a EE2D4 (301.2099 m/z) se observa la deteccion de los compuestos en las distintas

cantidades de masa estandar inyectadas utilizando la masa tedrica como la experimental (Fig. 17).



28
De acuerdo con los resultados del LC-MS/MS, en el cromatograma del ion extraido asociado a MitoEE2
(613. 3256 m/z) y a EE2D4 (301.2099 m/z) se observa la deteccion de los compuestos en las distintas
cantidades de masa estandar inyectadas utilizando la masa tedrica como la experimental (Fig. 17). El rango
de deteccidn varia de acuerdo con la concentracidn de la muestra y con el tipo de compuesto estudiado.
En el caso de MitoEE2, se detectd a 0.4, 2 y 20 ng (Fig. 17A). El deuterado EE2D4, se detecté a 0.2 ngy 2
ng (Fig. 17B).
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Figura 17. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de MitoEE2 y EE2D4 en diluciones estandar.
A) Cromatograma del ion extraido asociado a MitoEE2 (613.3256 m/z) con un tiempo de retencién de 8.5
minutos, picos observados a una masa estandar de 0.4 ng, 2 ng y 20 ng. B) Cromatograma del ion extraido
asociado a EE2D4 (301.2099 m/z) con un tiempo de retencién de 7.4 minutos, picos observados a una masa
estandar de 0.2 ng y 2 ng. La masa tedrica se considera masa experimental.
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En el cromatograma del ion extraido asociado a MitoE2 (589.3235 m/z)y a E2D2 (275.1973 m/z) se observa
la deteccidn de los compuestos en las distintas cantidades de masa estandar inyectadas (Fig. 18). El rango
de deteccidn varia de acuerdo con la concentracidn de la muestra y con el tipo de compuesto estudiado.
Los datos indican que MitoE2 se detectd a una masa de 0.02, 0.2 y 2 ng (Fig. 18A), el deuterado E2D2 que

sera usado como IS, se detectd a una masa de 0.2 y 2 ng (Fig.18B).
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Figura 18. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de MitoE2 y E2D2 en diluciones estandar. A)
Cromatograma del ion extraido asociado a MitoE2 (589.3235 m/z) con un tiempo de deteccién de 8.2 minutos,
picos observados a una masa estandar de 0.02 ng, 0.2 ng y 2 ng. B) Cromatograma del ion extraido asociado a
E2D2 (275.1973 m/z) picos observados a una masa estandar de 0.2 ng y 2 ng. La masa tedrica se considera masa
experimental.
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3.4 Resultados preliminares de la extraccion e inyeccion de los estrogenos

mito-dirigidos a partir de las fracciones subcelulares.

En el cromatograma representativo de los iones extraidos de los compuestos estrogénicos en fracciones
subcelulares (Fig. 19-22), se observa que MitoEE2, MitoE2 y E2 fueron detectados por el equipo (Fig. 19-
22), asi como sus IS respectivos (Fig. 19-22), indicando que se pudieron extraer y detectar exitosamente
los compuestos a partir de una matriz celular. En el cromatograma representativo del ion extraido de
MitoEE2 (613. 3256 m/z) y de EE2D4 (301.2099 m/z) a partir de fracciones subcelulares (Fig. 19) se aprecia
la abundancia de MitoEE2 y su IS en fracciones correspondientes a nucleo, citosol y mitocondria. Estas
moléculas no fueron detectadas en células completas. En el cromatograma representativo del ion extraido
de MitoE2 (589.3235 m/z) y de E2D2 (275.1973 m/z) a partir de fracciones subcelulares (Fig. 20), se aprecia
la abundancia de MitoE2 y su IS en fracciones del nucleo, citosol, mitocondria a excepcién de las células
completas. En el cromatograma representativo del ion extraido de E2 (273.1848 m/z) y de E2D2 (275.1973
m/z) a partir de fracciones subcelulares (Fig. 21) se aprecia la abundancia de E2 y su IS en fracciones
enriquecidas en nucleo, células completas, citosol y en mitocondria. En el cromatograma representativo
de las fracciones subcelulares sin ser expuestas a estrogenos (Fig. 22), se mind la masa monoisotdpica
relativa de E2 (273.1848 m/z) y se puedo determinar la abundancia de E2 en las fracciones del nucleo y

mitocondria, no asi en la fraccidn citosdlica.

x1035 +ESI EIC(301.2098) Scan Frag=175.0V MITOEE2NUC_5-43ng_PIM_2uLiny_25jan2023.4 — EE2D4
1
=
=N
[ Rg—
x105 +ESI EIC(613.3256) Scan Frag=175.0V MITOEE2NUC_5-43ng_PIM_2uLiny_25jan2023.d MitoEE2 8
5+ —
254
105 +ESI EIC(301.2099) Scan Frag=175.0v MITOEE2CITO_5-43ng_PIM_2uLiny_25jan2023.d
g g . EE2D4
@ 1 f
2 I
& I @]
© 2 o
-g 104 +ESI EIC(613.3256) Scan Frag=175.0v MITOEE2CITO_5-43ng_PIM_2uLiny_25jan2023.d MitoEE2 @
S| 4 — =
=}
{ 4 K
104 +ESI EIC(301.2038) Scan Frag=175.0V MITOEE2MITO_5-43ng_PIM_2uLiny_25jan2023.d
«— EE2D4
54 =
=
g
105 +ESI EIC(613.3256) Scan Frag=175.0V MITOEE2MITO_5-43ng_PIM_2uLiny_25jan2023.d MitoEE2 A
14 e =
U‘ =
054 |
8

05 1 15 2 25 3 5 4 45 5 55 [ 65 7 75 g 85 9 95 10 105

Conteo vs. Tiempo de adquisicién (min)

Figura 19. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de MitoEE2 y EE2D4 en fracciones enriquecidas
subcelulares de nucleo, citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido asociado a MitoEE2 (613.3256 m/z)
con un tiempo de retencion de 8.3 minutos, asi como el cromatograma del ion extraido asociado a EE2D4 (de
301.2099 m/z) con un tiempo de retencién de 7.3 minutos. La masa tedrica se considera masa experimental.
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Figura 20. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de MitoE2 y E2D2 en fracciones
enriquecidas subcelulares de nticleo, células completas, citosol y mitocondria. Cromatograma del ion
extraido asociado a MitoE2 (589.3235 m/z) con un tiempo de retencién de 8.3 minutos Cromatograma del
ion extraido asociado a E2D2 (275.1973 m/z) con un tiempo de retencién de 7 minutos. La masa tedrica se

considera masa experimental.
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Figura 21. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de E2 y E2D2 en fracciones enriquecidas
subcelulares de nticleo, citosol, mitocondria y de células completas. Cromatograma del ion extraido asociado
a E2 (273.1848 m/z) con un tiempo de retencion de 7 minutos. Cromatograma del ion extraido asociado a
E2D2 (275.1973 m/z) con un tiempo de retencion de 7 minutos. La masa tedrica se considera masa

experimental.
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Figura 22. Cromatograma representativo utilizado para el analisis de E2 enddgeno, E2D2 y EE2D4 en fracciones
subcelulares enriquecidas en nucleo, células completas, citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido
asociado a E2 (273.1848 m/z) con un tiempo de retencién de 7 minutos. Cromatograma del ion extraido
asociado a E2D2 (275.1973 m/z) con un tiempo de retencion de 7 minutos. Cromatograma del ion extraido
asociado a EE2D4 (301.2099 m/z) con un tiempo de retencion de 7.2 minutos. La masa tedrica se considera masa
experimental.

3.5 Resultados de la evaluacion del coeficiente de acumulacion mitocondrial de

los estrogenos mito-dirigidos.

De acuerdo con el objetivo principal de evaluar la acumulacién de los estrégenos mito-dirigidos con
respecto al estrdgeno no mito-dirigido, se realizd la comparaciéon entre el AUC de los compuestos
estrogénicos de las fracciones mitocondriales y citosélicas una vez normalizados con sus IS (Anexo A, Tabla
2). En el caso de MitoEE2, se logré cuantificar el AUC de las fracciones citosdlicas y mitocondriales (ver
Anexo A, Fig. 26) obteniendo un coeficiente de acumulacién (CA) de 2.6. Esto indica que hay una mayor
acumulacidn de MitoEE2 en la fraccidon mitocondrial que en la fraccion citosdlica (Tabla 1). MitoE2 no logré
ser detectado en las repeticiones del experimento (tabla 1) (ver Anexo A, Fig. 27), sin embargo, los
resultados preliminares indican que el CA de MitoE2 fue de 3.276, lo que demuestra que MitoE2 se

acumula mas en la mitocondria respecto al citosol (Tabla 1).
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Tabla 1. Coeficiente de acumulacion (CA) de los estrégenos mito-dirigidos resultante de la normalizacién del AUC
de los compuestos estrogénicos con el AUC de sus IS. N/A es no aplica debido a que no se detecté MitoE2 por LC-
MS/MS en las repeticiones del experimento.

Compuesto Fraccién Normalizacién (AUC compuesto CA Promedio
expuesto estrogénico/ AUC IS) CA
MITOEE2 Mitocondrial 1.45 3.28 2.57

Citosdlica 0.44
Mitocondrial 0.16 2.95
Citosolica 0.05
Mitocondrial 0.03 1.49
Citosélica 0.02
MITOE2 Mitocondrial 0.52 3.28 N/A
Citosdlica 0.09
E2 Mitocondrial 0.07 0.16 0.29
Citosdlica 0.42
Mitocondrial 0.07 0.61
Citosolica 0.11
Mitocondrial 0.002 0.10
Citosolica 0.02

Acumulacion MitoEE2 vs E2

Coeficiente acumulacion mitocondrial

| —

T
E2 MitoEE2

Figura 23. Coeficiente acumulaciéon mitocondrial (CA) de MitoEE2 respecto a E2. Analisis de T-student con
desviacion estandar mostrado (* = P 0.0440).
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3.6 Corroboracion del fraccionamiento subcelular.

En la figura 24 se observan los resultados de lainmunodeteccidn para la corroboracion del fraccionamiento
subcelular llevada a cabo con jeringa de insulina para el paso de la ruptura celular. La presencia de la
proteina MIC60 en la fraccion mitocondrial (Fig. 24A) y de la proteina a-Tub en la fraccidn citosélica (Fig.
24B) indican que estas fracciones estan enriquecidas. En el caso de la fraccién nuclear, los resultados de
las proteinas expuestas al anticuerpo anti-H-1 (Fig. 24C) indican que el anticuerpo tiene inespecificidades
y reconoce otras proteinas que no son H-1, por lo tanto, con estos datos, no se puede determinar si la

fraccion nuclear esta realmente enriquecida.
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Figura 24. Fotografias de las membranas tras la inmunodeteccion por medio de la técnica Western Blot de
células homogenizadas con jeringa de insulina Fraccionamiento con detergentes. Membranas reveladas por
quimioluminiscencia. A) Fotografia de membrana expuesta a MIC60. B) Fotografia de membrana expuesta a a-
Tub. C) Fotografia de membrana expuesta a H-1.
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En la figura 25 se observan los resultados de la inmunodeteccion para corroborar el fraccionamiento
subcelular llevado a cabo con el homogeneizador Dounce. En los resultados se observa que el anticuerpo
anti-MIC60 detecta mitofilina en la fraccidn mitocondrial (Fig. 25A), indicando que esta fraccién esta

enriquecida (Fig. 25A).

También en los resultados se observa que el anticuerpo anti-a-Tub detecta a-tubulina en la fraccién
citosolica (Fig. 25B), indicando que esta fraccidén esta enriquecida. En este experimento, la membrana no
se expuso al anticuerpo H1 por la inespecificidad observada anteriormente (Fig. 25C). Sin embargo, los
resultados de la exposicién de la membrana con el anticuerpo anti-MIC60 indican que hay mitofilina en la
fraccién nuclear, sugiriendo que hay proteinas mitocondriales en la fraccién nuclear, lo que significa que

esta fraccidén no esta enriquecida con nucleos.

|
|

Escalera C.C  Mitocondria Citosol  Nicleo Escalera CC Mito  Citosol Nucleo

R RS BR AL MIC60
102 kDa = -" -', i B e e "“‘ 84 kDa
76kDa — > - - 28 BTRE

e (43 76K0a —t iy

“ P TR | a-Tub
x 52 kDa “ : s —
8 . ' : " i 50-52 kDa

Figura 25. Fotografias de las membranas tras la inmunodeteccion por medio de la técnica Western Blot de
células homogenizadas con el homogeneizador Dounce. Fraccionamiento subcelular con detergentes.
Membranas reveladas por quimioluminiscencia. A) Fotografia de membrana expuesta al anticuerpo MIC60. B)
Fotografia de membrana expuesta al anticuerpo anti-a-Tub.

En la figura 26 se observan los resultados de la inmunodeteccién para corroborar el fraccionamiento
subcelular sin utilizar detergentes y mediante el método utilizando el homogenizador Dounce. Los
resultados indican que el anticuerpo anti-a-Tub detecta a-tubulina en la fraccidn citosélica (Fig. 26A)
indicando que la fraccién citosélica esta enriquecida. También, la inmunodeteccidon con el anticuerpo anti-

COX1 indica que el anticuerpo detecta COX1 en la fraccién mitocondrial (Fig. 26B), indicando que la
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fraccidon mitocondrial esta enriquecida. En este experimento, se excluyé el uso del anticuerpo H1 por la

inespecificidad observada anteriormente (Fig. 24C)
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Figura 26. Fotografias de las membranas tras la inmunodeteccion por medio de la técnica Western blot de
células homogenizadas con el homogeneizador Dounce. Fraccionamiento subcelular con soluciones sin
detergentes. Membranas reveladas por quimioluminiscencia. A) Fotografia de membrana expuesta a a-Tub.
B) Fotografia de membrana expuesta a COX1.
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Capitulo 4. Discusion

Antes de evaluar la acumulacién mitocondrial de los estréogenos mito-dirigidos, es necesario conocer si las
células expuestas a estos compuestos son viables para los siguientes experimentos. Para lograr este
objetivo, se utilizé la linea celular MCF-7 como modelo in vitro sensible a estrégenos y en ésta se evalud la
citotoxicidad de los estrogenos mito-dirigidos. Los resultados de ensayos de MTS indican que los
estrégenos mito-dirigidos no disminuyen la viabilidad celular a las concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 0.75,
1y 10 nM a las distintas horas estudiadas (Fig. 9-16), demostrando que tanto MitoEE2 como MitoE2 son
se pueden utilizar para la evaluacion de la acumulacién mitocondrial a concentraciones de 10 nM vy

menores.

En el caso del tratamiento con MitoEE2 a las 12 y 24 hrs, la viabilidad celular disminuyé de manera
significativa a partir de la concentracion de 100 nM (Fig. 10 y 11). Jiang et. al (2020) mencionan que la
toxicidad del TPP podria ser un factor que limita su uso; sin embargo, Fink et. al (2009) observaron una
disminucion de la viabilidad celular a partir 1 uM de dodecil-TPP en células BAE, mientras que el estudio
de Fernandes et al. (2021) demuestra que MitoQ, y SkQ1 disminuyen la viabilidad celular a partir de 3.2
MMy 1 uM en las lineas celulares HepG2 y SH-SY5Y, respectivamente. De igual forma, Trandeleva et. al
(2012) observaron que la despolarizacién de la membrana causada por el TPP+ comienza a partir de la
concentracion de 2.8 uM. Estos reportes indican que la concentracidn de TPP+ usada en este trabajo es

segura hasta 100 nM.

Por otro lado, los experimentos con diferentes tiempos de tratamiento indican que el TPP+ conjugado a
los estrégenos mito-dirigidos no afecta la viabilidad celular. La acumulacién de DTX-TPP en la mitocondria
comienza a la primera hora de exposicion (Battogtokh et al., 2018), mientras que los resultados de los
tratamientos de MitoEE2 a las 6 hrs indican que no hay efecto en la viabilidad celular sino a partir a las 12
hrs (Fig. 9, Fig. 10). Esto indica que la acumulacion del TPP+ conjugado en los estrégenos mito-dirigidos no

afecta la viabilidad celular de las células.

Los resultados de células expuestas a MitoEE2 y a MitoE2 son distintos, siendo las concentraciones de
MitoEE2 a 100 nM, 250 nM y 500 nM las que disminuyen la viabilidad celular. De acuerdo con Chou et. al
(2020), las concentraciones de E2 a partir de 100 nM son consideradas suprafisioldgicas y en su trabajo
observaron que, a concentraciones mayores de 100 nM de E2, la viabilidad celular disminuye en células

epiteliales endometriales. Ademas, Chen et al. (2004) demostraron que la concentracién de E2 a 100 nM
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en MCF-7 aumenta la actividad mitocondrial, mientras que EE2 lo hace a 1 nM. Esta diferencia depende
de la afinidad a los receptores de estrégenos, siendo EE2 el mas afin respecto a E2 (Blair et al. 2000). Esto
sugiere que la disminucion en la viabilidad celular de células expuestas a MitoEE2 es debido a las
concentraciones suprafisioldgicas utilizadas, y que la diferencia en los resultados de viabilidad celular

depende del tipo de compuesto bioactivo conjugado al TPP+.

Al observar que los estrogenos mito-dirigidos son viables a concentraciones menores a 10 nM, y que no
existe disminucion en la viabilidad celular sino hasta las 12 horas de exposicidn, es posible evaluar la
acumulacién mitocondrial de los estrégenos mito-dirigidos en esta linea celular. Sin embargo, antes de
evaluar su acumulacidn, es necesario conocer si el equipo de LC-MS/MS detecta los compuestos a distintas
concentraciones. Los resultados de las diluciones estandar demuestran que el equipo detecta los
estrégenos mito-dirigidos en un amplio rango de masa, desde 0.1 ng hasta 2 ng. Esto nos indica que los

estrégenos mito-dirigidos son detectados por el equipo exitosamente.

Los resultados de diluciones estandar indican que estos compuestos son detectados desde 0.1 ng hasta 2
ng (Fig. 17 y 18). Esto quiere decir que, si se exponen las células a MitoEE2 y MitoE2 a 100 nM por 1 hr, la
masa de los compuestos seria de 535.84 ng y 543.74 ng respectivamente, permitiendo un rango de
detecciéon amplio y seguro cuando se realice la evaluacidon de acumulacién mitocondrial. Se considerd
exponer a las células a esta cantidad de masa ya que se desconoce la cantidad de acumulacidn exacta de
un estrégeno mito-dirigido en la mitocondria; esto permite utilizar un rango de concentraciones que van
desde la concentracion limite de deteccidn inferior del equipo y asi tener una ventana amplia de deteccion

de los estrégenos mito-dirigidos cuando se realice su extraccion a partir de las fracciones subcelulares.

Los resultados de la abundancia de los estrégenos mito-dirigidos y sus estdndares internos indican que el
LC-MS/MS detecta estos compuestos extraidos a partir de fracciones subcelulares, demostrando que el
método de extraccidn es exitoso (Fig. 19-22). Anteriormente, se han realizado protocolos de extraccion de
lipidos mitocondriales en nervio éptico (Jauregui et al., 2023). En este protocolo se realiza un aislamiento
mitocondrial a partir de células de nervio dptico de rata, seguido de un método de extraccién de lipidos
compatible con el equipo LC-MS/MS. Sin embargo, no se habia realizado un protocolo de extraccion y
deteccion de compuestos estrogénicos a partir de fracciones subcelulares, de tal manera que el protocolo
establecido en este trabajo es novedoso para la detecciéon de compuestos estrogénicos por LC-MS/MS a

partir de fracciones mitocondriales de la linea celular MCF-7.
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En los resultados de deteccién de estrégenos a partir de fracciones subcelulares, se observa la presencia
de E2 en células MCF-7 no expuestas a estrogenos (Fig. 22). La presencia de E2 se debe a la biosintesis de
novo de E2 mediante esteroidogénesis (E2 enddgeno), en donde los estrégenos son sintetizados a partir
del colesterol (Bremer & Miller, 2014). La sintesis de estrégenos suele suceder en las células granulosas
del foliculo ovdérico y en tejido adiposo, sin embargo, se ha visto que las células MCF-7 expresan genes de
enzimas asociadas a la conversion de precursores estrogénicos a E2 como la 17B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa (Smuc & Rizner, 2009). Estos resultados nos indican la presencia de E2 endégeno en
células MCF-7 debido a la sintesis de novo, y de acuerdo con la literatura reportada, no hay protocolo en
el cual se haya detectado la presencia de E2 enddgeno en la linea celular MCF-7 por medio de LC-MS/MS,

siendo la primera vez que es detectado por este método.

En los resultados de deteccion de los compuestos estrogénicos extraidos a partir de fracciones
subcelulares por LC-MS/MS, se observa la presencia de los estrégenos mito-dirigidos en otras fracciones
subcelulares que no corresponden a las mitocondriales. Este comportamiento puede deberse a que la
concentracidn utilizada en este trabajo satura a los ER mitocondriales (mtER). Flores-Acosta (2021)
demostrd que la cantidad de E2 unido a los mtERa es de 0.39 pg/millén de células, mientras que en este
trabajo la concentracidn de estrédgenos que se usé en los tratamientos fue de 100 nM, es decir 535.84 ng
y 543.74 ng. Esto indica que podria existir una saturacién de los receptores mitocondriales vy, por lo tanto,
los estrégenos mito-dirigidos se unen a ER que no sean mitocondriales. Cabe recordar que, a pesar de que
los mito-dirigidos son orientados y acumulados en la matriz mitocondrial, no son moléculas exclusivas de
la mitocondria. (Trendeleva et al., 2012) a pesar de tener conjugado el TPP+ que le brinda la capacidad
acumulativa, el compuesto bioactivo conjugado puede ser captado por su receptor en otros
compartimentos subcelulares. Los receptores a estrégenos (ER) se encuentran en el citosol y, al unirse a
su ligando, se dimerizan y se translocan al nucleo (Fig. 1) (Fuentes & Silveyra, 2019). Esto nos indica que la
acumulacidn selectiva de los estréogenos mito-dirigidos se debe al TPP+ y la presencia de estos en otros
organelos puede deberse a la saturacién de los receptores de estrégenos mitocondriales por las

concentraciones suprafisioldgicas utilizadas.

Los resultados del coeficiente de acumulacidon de los estrégenos mito-dirigidos en las fracciones
mitocondriales respecto a las citosélicas indican que los estrégenos mito-dirigidos se acumulan mas en las
fracciones mitocondriales (Tabla 1). Esto es debido a que los estrégenos mito-dirigidos tienen conjugado

el TPP+, permitiendo a los estrégenos mito-dirigidos acumularse en el interior de la mitocondria.
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Smith et al. (2003) mencionan que, de acuerdo con la ecuacidn de Nernst, el TPP+ tiene la capacidad
acumularse al interior de la mitocondria de 100 a 1000 veces mads que en citosol en condiciones estables.
En este trabajo, MitoEE2 tiene una CA de 2.57, y el CA de MitoE2 es de 3.27 (Tabla 1), aunque no es la
misma magnitud que en la teoria propuesta (Murphy & Smith, 2000; Zielonka et al., 2017), se aprecia una
magnitud de acumulacién mayor en la mitocondria que en el citosol. Ademas, la magnitud de acumulacion
propuesta por Smith et al. (2003) no considera la molécula bioldgica conjugada, ni su interaccidn con su
receptor. Por lo anterior es necesario evaluar la acumulacién mitocondrial de los estrégenos mito-dirigidos

para conocer la magnitud de acumulacion mitocondrial que presentan.

Comparando el coeficiente de acumulacién mitocondrial de MitoEE2 respecto a E2, se encontrd que el
mito-dirigido tiene una mayor acumulacién que la molécula parental (Fig. 23). Esto demuestra que los
estrégenos mito-dirigidos tienen una mayor acumulacién en la mitocondria con respecto al estrégeno
parental. En el trabajo de Battogtokh et al. (2018), la acumulacién mitocondrial de DTX-TPP es de 5 veces
mas respecto al no mito-dirigido, reforzando la participacién de TPP para brindar la capacidad acumulativa.
Esto indica que los estrogenos mito-dirigidos se acumulan en la mitocondria mas que el estrégeno no mito-

dirigido debido al TPP conjugado.

El coeficiente de acumulacién de E2 es de 0.29 en la fraccién mitocondrial respecto al citosol, demostrando
gue su acumulacién no es en la mitocondria (Tabla 1). Esto nos indica que la actividad de E2 se encuentra
de manera predominante en el citosol respecto a la mitocondria, Fuentes & Sylveira (2019) hacen una
revisiéon de todas las vias de actividad intracelular del E2, siendo predominante la via nuclear y la citosdlica
(Fig. 1). En el caso de la linea celular MCF-7, el E2 tiene actividad en el DNA nuclear asociada a la
proliferacidn celular, por lo tanto, esta via es la predominante (Liao et al., 2015; Maertens et al., 2017).
Eso demuestra que el E2, al no ser un mito-dirigido, se encuentra en otros organelos que no son

mitocondriales y al conjugarlo con el TPP+ se le confiere la propiedad acumulativa.

En las repeticiones del experimento de acumulacion mitocondrial, MitoE2 no fue detectado por el equipo
(anexo A, Fig. 27). En los resultados de diluciones estandar (Fig. 18), la magnitud de respuesta del equipo
fue de 103, mientras que MitoEE2 tuvo una respuesta de 10° en la misma concentracién. Esto quiere decir
que MitoE2 tiene una respuesta de deteccion menor que MitoEE2, por lo tanto, si las concentraciones en
los experimentos de acumulacidn son bajas, estas no son detectadas. Esto se debe a que la estructura de
E2 y derivados representa un reto en su deteccidon debido su baja afinidad a iones (Won et al., 2023), por

lo tanto, la respuesta de deteccion es baja.
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Los resultados de inmunodeteccidn para corroborar el fraccionamiento subcelular indican que la fraccion
citosdlica y la fraccién mitocondrial estan enriquecidas (Fig. 24-26). El fraccionamiento subcelular
utilizando jeringa de insulina (Fig. 24) y el fraccionamiento usando homogeneizador (Fig. 25) mostraron
resultados similares. Ademas, se obtuvo el mismo resultado realizando el fraccionamiento subcelular sin
detergentes (Fig. 26) Esto nos permite comparar los el AUC de los estrégenos mito-dirigidos en fraccion

mitocondrial y citosélica, y obtener el coeficiente de acumulacién.

Se puede observar que las fracciones mitocondriales y citosdlicas estan enriquecidas, sin embargo, no se
obtuvieron los mismos resultados para la fraccién nuclear, por lo tanto, no es posible comparar la
acumulacién mitocondrial respecto a la nuclear. Se debe recordar que el fraccionamiento subcelular
realizado en este trabajo no es una purificacién de organelos, (Pasquali et al., 1999; Pérez-Rodriguez et al.,
2020), ademas, las fracciones nucleares suelen estar acompanadas de debris, mitocondrias y otros

complejos proteicos (Huber et al., 2003).

Por lo tanto, existen diferentes tipos de recomendaciones para obtener fracciones nucleares enriquecidas:
1) Se recomienda realizar ensayos de purificacion posterior a su fraccionamiento y corroborar los
resultados de Western Blot por medio de Microscopia (Huber et al., 2003). 2) El proceso de homogenizado
debe de ser adaptado para el tipo de célula (Pérez-Rodriguez etal., 2020). 3) Los resultados de la
inmunodeteccién de proteinas nucleares por medio del anticuerpo Anti-Histona-1 indican que no existe
especificidad en la deteccién y por lo tanto es necesario volver a realizar el ensayo inmunodeteccion de

Western Blot con otro anticuerpo especifico de proteina nuclear exclusiva.
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Capitulo 5. Conclusiones

El objetivo de este trabajo fue conocer si los estrégenos mito-dirigidos se acumulan mas en la mitocondria
que los estrégenos no mito-dirigidos y para ello se evalué su acumulacién mitocondrial en células sensibles
a estrégenos. Se encontré que los estrégenos mito-dirigidos, ademas de no ser citotdxicos a
concentraciones de 0.1 nM a 10 nM, fueron detectados por el equipo LC-MS/MS, siendo la primera vez
detectados mediante este método. Se demostrd que los estrogenos mito-dirigidos se acumulan mas en
fracciones mitocondriales respecto a las citosdlicas. Y comparando su coeficiente de acumulacidn
mitocondrial respecto al del estrogeno no mito-dirigido, se demostré que los estréogenos mito-dirigidos se

acumulan en la mitocondria mas que los estrégenos no mito-dirigidos.

Estos resultados demuestran que los estrégenos mito-dirigidos novedosos se acumulan en la mitocondria,
cumpliendo el objetivo de ser mito-dirigidos, ademas de no ser citotdxicos para las células sensibles a
estrogenos. Esto permitird dar paso a estudios de actividad bioldgica mitocondrial tras un tratamiento con
estrégenos mito-dirigidos in vitro y sentard las bases de tratamiento hormonal especifico para

enfermedades asociadas a la disfuncion mitocondrial.

Ademas de dar paso a estudios de actividad bioldgica mitocondrial, se proponen distintas actividades que
pueden enriquecer este proyecto a corto y mediano plazo. Optimizar la extraccion de estrégenos mito-
dirigidos para tener una mayor homogeneidad en su deteccién. Estandarizar el uso del anticuerpo Anti-
COX1 para la deteccién 6ptima de proteina COX1. Corroborar el enriquecimiento de fracciones nucleares
por medio de un anticuerpo que detecte proteina nuclear y respaldar el enriquecimiento de las fracciones
subcelulares mitocondriales, citosdlicas y nucleares por medio de microscopia. Comparar el coeficiente de

acumulacidn entre fracciones nucleares y mitocondriales.
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Anexo A. AUC de los compuestos estrogénicos en fraccidn mitocondrial y citosélica.
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Figura 27. Cromatograma representativo utilizado para el analisis del AUC de MitoEE2 en fracciones enriquecidas
subcelulares de citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido asociado a MitoEE2 (613.3256 m/z) con un
tiempo de retencion de 8.3 minutos. La masa tedrica se considera masa experimental.
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Figura 28. Cromatograma representativo utilizado para el analisis del AUC de MitoE2 en fracciones enriquecidas
subcelulares de citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido asociado a MitoE2 (589.3235 m/z) con un
tiempo de retencion de 8.2 minutos. La masa tedrica se considera masa experimental.
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Figura 29. Cromatograma representativo utilizado para el analisis del AUC de E2 en fracciones enriquecidas
subcelulares de citosol y mitocondria. Cromatograma del ion extraido asociado a E2 (273.1848 m/z) con un
tiempo de retencion de 7.2 minutos. La masa tedrica se considera masa experimental.
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Anexo B. Tabla de AUC de compuestos estrogénicos y su normalizacién con los AUC de los IS.

Tabla 2. Tabla de AUC de compuestos estrogénicos en fracciones mitocondriales y citosoélicas. Normalizacion del
AUC de los estrogenos con el AUC de los IS. CA resultante de la comparacion de los AUC de los estrogenos en
fracciones mitocondriales y citosélicas.

Fracciones expuestasa | AUC MitoEE2 IS AUCIS Normalizacién IS CA
MitoEE2 (Mito/Cito)
Mitocondrial 423357.51 EE2D4 | 290996.65 14
3.28
Citosolica 214513.09 EE2D4 | 482964.59 0.4
E Fracciones expuestas a CA
Z AUC MitoE2 IS AUCIS Normalizacion IS
S MitoE2 (Mito/Cito)
[~
a Mitocondrial 23398.17 E2D2 44978.3 0.5
x 5.48
« Citosdlica 11293.76 E2D2 119064.95 0.09
i
Fracciones expuestas a CA
AUCE2 IS AUCIS Normalizacion IS
E2 (Mito/Cito)
Mitocondria 9921 E2D2 144601.13 0.06
0.16
Citosol 50594.98 E2D2 120943.93 0.4
Fracciones expuestas a CA
AUC MitoEE2 IS AUCIS Normalizacion IS
MitoEE2 (Mito/Cito)
E2D2 34051.02
Mitocondrial 30128.91 0.15
EE2D4 | 192236.27
2.95
E2D2 42910.31
Citosolica 6124.65 0.05
EE2D4 | 115155.95
Fracciones expuestas a CA
o AUC MitoE2 IS AUCIS Normalizacion IS
E MitoE2 (Mito/Cito)
w
S E2D2 N/A
= Mitocondrial N/A N/A
o EE2D4 N/A
& N/A
o E2D2 N/A
2 Citosolica N/A N/A
EE2D4 N/A
Fracciones expuestas a CA
AUC E2 IS AUC IS Normalizacion IS
E2 (Mito/Cito)
E2D2 22845.36
Mitocondrial 9509.47 0.07
EE2D4 | 135879.74
0.612
E2D2 17977.82
Citosolica 5967.9 0.11
EE2D4 52216.83




52

3ER EXPERIMENTO

Fracciones expuestas a CA
AUC MitoEE2 IS AUCIS Normalizacion IS
MitoEE2 (Mito/Cito)
E2D2 56654.6
Mitocondrial 23704.53 0.032
EE2D4 | 736153.91
1.49
E2D2 39713.2
Citosolica 10335.86 0.022
EE2D4 | 479654.15
Fracciones expuestas a CA
AUC MitoE2 IS AUCIS Normalizacion IS
MitoE2 (Mito/Cito)
E2D2 41477.81
Mitocondrial 1578.36 N/A
EE2D4 | 385229.16
N/A
E2D2 48191.14
Citosdlica N/A N/A
EE2D4 | 225365.56
Fracciones expuestas a CA
AUCE2 IS AUCIS Normalizacion IS
E2 (Mito/Cito)
E2D2 49705.84
Mitocondrial 1106.26 0.002
EE2D4 | 491221.88
0.096
E2D2 49036.07
Citosdlica 5767.8 0.024
EE2D4 | 244795.25







