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RESUMEN

El Calcio (Ca*) es adecuado para la regulacion celular, ya que cumple con caracteristicas
especiales, como su radio i6nico y densidad de carga. Su movilizacion genera una gran
variedad de eventos celulares, entre ellos la proliferacion y muerte celular, los cuales se llevan
a cabo mediante ciertas proteinas dependientes de Calcio (Berridge et al., 2003; Mordecai &
Lederer, 1999). Una movilizacion perturbada de este cation divalente puede provenir de la
alteracion en la expresion de algunas proteinas implicadas en el proceso, provocando ciertas

patologias, dentro de las cuales encontramos varios tipos de cancer (Azimi et al., 2014).

En estudios previos se ha visto que algunas sustancias o compuestos bioactivos presentes en
especies del género Capsicum, como lo son los carotenos (luteina, tocoferol, licopeno, entre
otros) y fenoles (acido clorogénico, vainillina, quercetina, resveratrol y acido sinéapico), al
entrar en contacto con la célula, provocan modificaciones en la movilizacion de Calcio (Jeon
et al., 2008; Khan et al., 2014; Maoka et al., 2001; Park et al., 2012), reduciendo la

proliferacion celular.

Considerando lo anterior, es importante establecer tanto 1) la activaciéon de mecanismos ON
y OFF, mediante el uso de sondas fluorescentes, para determinar la dosis y tiempo de
induccion de la respuesta biofisica del Calcio 2) el momento y dosis que activarian
transcripcionalmente una respuesta celular mediante el aislamiento de mRNA e
identificacion cuantitativa de los genes que alteran su expresion inducida por extractos de
Capsicum annuum L por medio de PCR en tiempo real. Con todo esto se esperan establecer
las bases moleculares para proponer una serie de marcadores moleculares tempranos

mediante la exposicion.

Palabras clase: Capsicum annuum, polifenoles, carotenoides, dinamica de Calcio, células

de mamifero, cancer



ABSTRACT

Calcium (Ca™?) is suitable for cell regulation as it fulfils special characteristics, such as ionic
radius and charge density. Its mobilization generates a wide variety of cellular events,
including cell proliferation and death, which are carried out by certain calcium-dependent
proteins (Berridge et al., 2003; Mordecai & Lederer, 1999). A disturbed mobilization of this
divalent cation can come from the alteration in the expression of some proteins involved in
the process, causing certain pathologies, among which we find several types of cancer (Azimi

etal., 2014).

In previous studies it has been seen that some substances or bioactive compounds present in
species of the Capsicum genus, such as carotenes (lutein, tocopherol, lycopene, etc) and
phenols (chlorogenic acid, vanillin, quercetin, resveratrol and synapic acid), when in contact
with the cell, cause modifications in the mobilization of calcium (Jeon et al., 2008; Khan et

al., 2014; Maoka et al., 2001; Park et al., 2012), reducing cell proliferation.

Considering that, it is important to establish both 1) the activation of ON and OFF
mechanisms, the use of fluorescent probes through, to determine the dose and time of
induction of the biophysical calcium response 2) the moment and dose that would
transcriptionally activate a response cell by isolating mRNA and quantitative identification
of genes that alter its expression induced by extracts of Capsicum annuum L by means of
real-time PCR. With all this, it is hoped to establish the molecular bases to propose a series

of early molecular markers through exposure.

Keywords: Capsicum annuum, polyphenols, carotenoids, calcium dynamics, mammalian

cells, cancer
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INTRODUCCION

Dentro de las células se encuentra una gran cantidad de proteinas implicadas en la dindmica
del Calcio (Berridge et al., 2003; Papp & Brouland, 2011); algunas como la ATPasa de Calcio
PMCA se encuentran dentro de la membrana plasmatica y otras, como la ATPasa SERCa?*,
estan embebidas en la membrana interna de organelos como el reticulo endoplasmico (RE)
(Berridge et al., 2003; Roderick & Cook, 2008). Para que se lleve a cabo la movilizacion de
Calcio de manera adecuada, es necesario que estas proteinas trabajen en sinergia, sin
embargo, no siempre ocurre asi. En algunos tipos de células como en las cancerosas, la
expresion de las proteinas no es la misma que ocurre en células normales (Stewart et al.,
2015), originando lo que se conoce como sellos distintivos del cancer: proliferacion celular
aumentada y evasion de la muerte celular por apoptosis (Hanahan, 2014; Hanahan & Weinberg,
2000, 2011). Por su parte, algunos compuestos presentes en Capsicum annuum L., como los
polifenoles y carotenoides atentian algunos de los sellos distintivos del cancer (Zunun-Pérez
et al., 2017). En 3 variedades de esta especie se hizo un cultivo en presencia de elicitores, lo
que provoco un aumento en la concentracion de compuestos carotenoides y polifenoles. Es
por ello que nos interesamos en estudiar estos 3 concentrados con distintas cantidades de
estos compuestos en dos lineas celulares de mamifero, una cancerosa MCF-7 y otra no
cancerosa MCF-12F con la finalidad de comparar el efecto que tienen en ambas lineas

celulares.
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ANTECEDENTES

Calcio

El ion Calcio (Ca*™) esta involucrado en varios procesos celulares, como la proliferacion,
diferenciacion, supervivencia, apoptosis, asi como en la regulacion de la expresion de genes
en varias etapas del ciclo celular (Baumgartner et al., 2009; Brennan et al., 2013; Papp & Brouland,
2011; Parkash & Asotra, 2010; Roderick & Cook, 2008). La concentracién de Calcio en el
citoplasma en estado de reposo se encuentra entre 100-200 nM, aumentando hasta 1 uM
cuando hay una movilizacion desde los reservorios, como el Reticulo endopldsmico (RE) o
el aparato de Golgi (AG), o por la entrada desde el liquido extracelular por canales selectivos
de Ca*? activados por voltaje u operados por receptores ubicados en la membrana plasmatica,
donde la concentracion regular es de 1.2 nM (Berridge et al., 2000, 2003; Bronner, 2001; Flores-
Peredo et al., 2013; Roderick & Cook, 2008). La sefializacion de Ca*? se lleva a cabo por el
trabajo conjunto de intercambiadores, bombas y canales selectivos de Ca*?, los cuales regulan
los niveles celulares de Calcio (Berridge et al., 2003; Heizmann & Hunziker, 1991). La
localizacion de estas proteinas en la célula o tejido pueden variar individualmente, y los
cambios en la homeostasis pueden deberse a la modificacién en la expresion de estas

proteinas (Monteith et al., 2007).

Senalizacion de Calcio

Los cambios pueden ser muy variables, puesto que provocan que se lleven a cabo funciones
celulares muy distintas, como la proliferacion y sefializacion celular. Algunos procesos
requieren de s6lo microsegundos, mientras que otros se llevan a cabo en minutos u horas,
como se puede observar en la Ilustracion 2 (Berridge et al., 2003). La cantidad de Ca* que
hay dentro de la célula depende de la activacion y desactivacion de las proteinas
movilizadoras del Calcio, a lo que llamamos mecanismos ON y OFF. Dentro de los primeros
se encuentran aquellas reacciones que generan el aumento de la concentracion de Calcio en
el citosol, a diferencia de las ultimas, que conducen a que los niveles de Calcio vuelvan a sus
estados basales (Berridge et al., 2003; Flores-Peredo et al., 2013). Cada tipo celular expresa

ciertas proteinas movilizadoras de Ca™, y de esas proteinas solo se expresan algunas

15



isoformas en cada tipo celular. Dentro de la senalizacion del Calcio, esta puede deberse a la
activacion del complejo receptor de proteina acoplado a proteinas G (GPCR), el cual activa
a la fosfolipasa C (PLC), la cual cataliza la disociacién del complejo PIP> formando DAG e
IP;. Este tltimo es quien abre los canales del RE para provocar la liberacion del Ca?* de este

organelo (Sukumaran et al., 2021), tal como se muestra en la Ilustracion 1.

PLC
PIPy =
\ PKC
/ (ativa)
[GTP' -

Ca?+ \

Ca?* 4
Fosforilacao de proteinas

llustracion 1. Senalizacion de Ca2+

Para que se lleve a cabo la sefializacion del Calcio, se generan breves pulsos de Calcio que
pueden ser globales o bien localizados y que se pueden manifestar ya sea como “sparks” o
“puffs”, ocurriendo como ondas o cémo oscilaciones, segun lo requiera la célula (Berridge et
al., 2003; Kraus et al., n.d.; Parkash & Asotra, 2010). Como se puede observar, la sefializacién
del Calcio es bastante compleja, por ende, una alteracion en estos mecanismos puede
ocasionar ciertas patologias, como el cancer (Flores-Peredo et al., 2013; Parkash & Asotra, 2010;

Roderick & Cook, 2008).
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llustracion 2. Efecto del aumento de Calcio a nivel celular por medio de un estimulo externo. Imagen tomada y modificada
a partir de Berridge et al., 2003

Reservorios celulares

Los organelos principales que fungen como reservorios de Calcio en la sefializacion y
homeostasis del mismo son el Reticulo Endoplasmico (RE) y la Mitocondria, aunque también
existen otros que trabajan en conjunto. De los dos primeros se sabe que trabajan en
colaboracion para revertir las alteraciones de Calcio provocadas por eventos movilizadores
del cation (Mackrill, 1999). A continuacion, se describen mas detalladamente cada uno de

ellos:

Reticulo Endopldsmico
EI RE es el depdsito mas importante de Ca®* intracelular y se encuentra involucrado en varios

mecanismos de sefializacion y homeostasis de Ca®*. El RE transmite sefiales estrictamente
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reguladas de Ca?" a la mitocondria, la cual las codifica para regular sefiales como produccion
de energia o muerte celular (Marchi et al., 2018). El RE cuenta con proteinas que almacenan
Ca’" en su interior, las ATPasa de Ca?" del RE (SERCa?"), y con proteinas que generan la
liberacion del cation al espacio intracelular, los Receptores de Inositol 1, 4, 5-Trifosfato
(IP3sR) y el Receptor de Rianodina (RyR) (Papp et al., 2012), estas proteinas son muy
importantes tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas (Mekahli et al., 2011). Para
que el RE se encuentre funcionando de manera adecuada, las proteinas deben trabajar
conjuntamente, ya que la alteracion en alguna de ellas puede provocar un vaciado de Ca*"en
el RE, provocando estrés celular (Mekahli et al., 2011). Esto a su vez genera un aumento
descontrolado de Ca?* dentro del citosol, sello distintivo de algunas patologias (Monteith et
al., 2007). Por un lado, la disminucidn de la proteina SERCa*" minimiza la apoptosis, ya que
existe menor transferencia de Ca®>* desde el RE a la mitocondria (Marchi et al., 2018). Y por
otro lado, IP;R media la transferencia de Ca*>* desde el RE a la mitocondria, manteniendo las
funciones mitocondriales estables, por lo que una sobreexpresion de IP3R provoca mayor

proliferacion celular (Cardenas et al., 2016).

Mitocondrias.

Las mitocondrias se consideran las estructuras celulares mas versatiles, ya que contribuyen
al destino celular tanto en condiciones fisiologicas como patologicas (Bravo-Sagua et al.,
2017; Srinivasan et al., 2017). Estos organelos tienen varias funciones celulares, puesto que
sintetizan ATP, producen especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y amortiguan las altas
concentraciones de Ca?" en el citosol, ya que absorbe parte del Ca>* que es liberado desde el
RE (Uzhachenko et al., 2015) y del que entra desde el medio extracelular, dado que las
interacciones del RE y la membrana plasmatica dependen de la localizacion de las
mitocondrias (Marchi et al., 2018; Rizzuto et al., 2004). La regulacion del Ca?" esta bastante
entrelazada con la de la mitocondria, por lo que esta toma decisiones importantes para la
célula, como la supervivencia y muerte celular (Baumgartner et al., 2009; Bravo-Sagua et al.,

2017).
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Para que ocurra un aumento de Ca?*, la absorcion de este desde el medio extracelular se da
por medio de un canal dependiente de voltaje conocido como uniportador mitocondrial, se
estimulan las deshidrogenasas que proporcionan NADH para la respiracion mitocondrial y la
produccion de ATP (Santo-Domingo & Demaurex, 2010). Posteriormente el Ca®" presente enel
espacio intermembranal se introduce a la matriz por medio del complejo uniportador
mitocondrial que depende del potencial de membrana producido por la cadena de transporte
de electrones (Marchi & Pinton, 2014). Sin embargo, una desregulacion en la homeostasis del
Ca®" mitocondrial puede provocar una proliferacion excesiva en las células, mecanismo
relacionado con patologias como el cancer (Bravo-Sagua et al., 2017; Danese et al., 2017).
Se ha demostrado ademas, que las células cancerigenas producen gran cantidad de EROs,
moléculas de sefializacion para activar respuestas proliferativas y angiogénicas mayores que
las que existen en células normales (Sullivan & Chandel, 2014), por lo que una desregulacién

en la homeostasis de Ca?" seria el inicio de una serie de eventos cancerigenos.

Aparato de Golgi y vesiculas secretoras

Hay evidencia de que el Aparato de Golgi (AG) puede almacenar hasta el 5% del Ca**
intracelular total, ya que este cation es necesario para el trafico retrogrado de la membrana
desde el AG hacia el RE, el transporte intra Golgi, distintos pasos del transporte de proteinas
y la agregacion selectiva de proteinas secretoras, aumentando en el citosol gracias a la
liberacion de Ca?" desde el lumen del AG (Micaroni, 2012; Porat & Elazar, 2000; Van Baelen et
al., 2004; Yang et al., 2015). Ademas, este organelo contiene proteinas de union al Ca*, como
bombas de Calcio (SPCA y SERCa?"), asi como canales de liberacion de Ca®* (como el IP3R
y el RyR), que le dan la tarea de almacenar el cation, ayudando en la sefializacion espacio-
temporal de Ca?* dentro de la célula (Micaroni, 2012; Pizzo et al., 2011; Van Baelen et al.,
2004). La dindmica de Ca*" en el AG esta controlada por un circuito de micro sefializacion
que se activa y desactiva generando una regulacioén en el flujo del transporte (Micaroni,
2012). Ademas de que el Ca®>* se moviliza de manera importante en el AG, no afecta los
niveles de Ca2+ en el RE, sugiriendo una independencia funcional y espacial del AG con

respecto al RE (Yang et al., 2015).
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Se ha observado que alteraciones en proteinas movilizadoras de Ca?" como la SPCA,
presentes en el AG de células cancerosas provocan cambios en la proliferacion y morfologia
celular, asi como una regulacion alterada de enzimas dependientes de Ca?" ubicadas en la via
secretora sin generar alteraciones importantes en la sefializacion de Ca?" citosolico (Grice et

al., 2010).

Nucleo

Se ha demostrado que la movilizacion del Ca®* dentro del nucleo provoca sefales
independientes a las que se ejecutan en el citosol (Gomes et al., 2006). Cuando estas sefales
se ven aumentadas se efectian procesos como la translocacion de la proteina Kinasa C
(PKC), la regulacién hepatica, el arresto del ciclo celular, la hipertrofia nuclear, ademas de
respuestas transcripcionales, como la expresion de genes neuronales en la actividad sinaptica
y neuroadaptaciones, como la supervivencia, consolidacion de la memoria y el dolor

(Oliveira et al., 2014).

La flujo de Ca®* en el nucleo puede provenir de la difusion pasiva que ocurre en la membrana
nuclear, o bien por la interaccion que existe entre la membrana nuclear y las membranas del
RE, lo que ayuda a generar un potencial para regular el Ca?>" en regiones nucleares a través
de estimulos eléctricos, hormonales y mecéanicos que producen sefiales a fin de que entre Ca®*
por la MP o bien que salga de los almacenes intracelulares (Bootman, 2012; Gomes et al.,
2006; Oliveira et al., 2014). Esta movilizacion se lleva a cabo debido a una gran cantidadde
proteinas dependientes de Ca™ que se sitian dentro del nicleo, como las quinasas y
fosfatasas, factores de transcripcion como NF-AT y la proteina de union al Ca?* Calmoculina
(CaM) (Bootman, 2012). La elevacion de los niveles de Ca?" citosolico son contrarrestada
por el consumo de Ca?" en la mitocondria y la SERCa?", al igual que la extrusion mediante
la bomba PMCA vy el intercambiador Na/Ca, las cuales mantienen bajos los niveles de Ca>*

en el citosol (Bengtson & Bading, 2012).
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Proceso de sefializacion del Calcio

Dentro del esquema del estudio de (Berridge et al., 2003), Ilustracion 2 se pueden observar
procesos sensibles al Calcio, asi como el tiempo que requieren para ser activados, los cuales
resumo enseguida: El estimulo mas veloz es el de la transmisidon sindptica o contraccion
cardiaca, ya que se requieren de microsegundos a milisegundos para efectuarse.
Posteriormente se encuentran procesos que provocan oscilaciones de Calcio que se
distribuyen en toda la célula, generando la activacién de los ovocitos en la fertilizacion,
crecimiento y migracion neuronal, desarrollo de fenotipos de neurotransmisores, desarrollo

de musculos, liberacion de citoquinas, entre otras (Berridge et al., 2003).

o)

[lustracion 3. Proteinas implicadas en la sefializacion de Calcio a nivel celular.

En la Ilustracion 3 se observan algunos de los canales implicados en la sefializacion de Calcio,

los cuales, como mencionan (Berridge et al., 2000), se divide en 4 secciones:
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1. Primero la sefializacion se desencadena por medio de estimulos que generan la
movilizacion de Ca®".

2. Luego se activan los mecanismos ON, que introducen Ca®* al citoplasma

3. El Ca?" introducido funciona como un mensajero que estimula procesos sensibles a
Ca**

4. Llegan los mecanismos OFF, compuestos de bombas e intercambiadores, los cuales

remueven Ca?" del citoplasma, regresando al estado basal.

Entrada capacitativa.

La entrada de Ca®" es debida a la gran concentracion del ion en el exterior de la célula y es
provocada por la activacion de canales de entrada, tales como los VOC (canales de entrada
de Calcio operados por voltaje), los ROC (canales operados por receptores), los receptores
de NMDA o los canales operados por segundos mensajeros (SMOC). Muchos de estos
canales forman parte de la familia de los canales i6nicos de la proteina del receptor transitorio
(TRP) (Berridge et al., 2003). En (Azimi et al., 2014) se muestra una tabla con un conjunto
de canales de Ca’?" de entrada capacitativa que se ven alterados en las lineas celulares de

cancer de mama, pertenecientes a la familia de los TRPC, TRPV, P2X, ORALI, entre otros.

Liberacién de Ca*" de los depésitos internos.

La otra fuente de Ca®" es la de los dep0sitos internos, donde IPsR y RyR regulan la liberacion
de Ca*", provocando ondas dispersadas en el citoplasma, provocando un aumento del Ca®* (a
50-600 nM) durante las reacciones ON. En el caso de IP3R, el enlace con IP; aumenta la
sensibilidad de IP3R al Ca?*, siendo esto una ruta de sefializacion, aunque hay otras, como la
fosforilacion por Ca?" dependiente de quinasa 2 (CaMKII). En cuanto a los RyR, este es

activado a bajas concentraciones de Ca®* (Berridge et al., 2003).

Recaptura de Calcio
Las proteinas SERCa?" y uniportador mitocondrial regresan el Calcio a los reservorios

naturales, siendo parte de los mecanismos OFF. El RE secuestra parte de los iones que se
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encuentran en el citosol, cuando estos se encuentran en una concentracion mayor a la
homeostatica por medio de la ATPasa del RE (SERCa*"), mientras que la mitocondria lo hace
por medio del uniportador mitocondrial, este ultimo liberdndolo lentamente hasta llegara

concentraciones adecuadas (Berridge et al., 2003).

Extrusion de Calcio

Al igual que los anteriores, los mecanismos de extrusiéon de Calcio forman parte de los
mecanismos OFF. Tanto la ATPasa de Calcio de la membrana plasmatica(PMCA), como los
intercambiadores de Sodio/Calcio (NCX) provocan la salida del Calcio por la membrana

plasmatica, regulando los niveles basales del cation (Berridge et al., 2000, 2003).

Mecanismos ON

Los mecanismos ON se dividen en dos, aquellos que provocan el ingreso de Ca*? al citosol
desde el medio extracelular por medio de un gradiente electroquimico a través de la MP; y
aquellos que provocan la salida de Ca*" desde los reservorios intracelulares. La célula activa
gran cantidad de proteinas movilizadoras de Ca?" para que estos mecanismos se lleven a
cabo. Cuando el Ca*? entra a la célula actia con diferentes proteinas de union a dicho cation.
Cuando el Ca*? entra al citosol provoca que los buffers se carguen, esto con el objetivo de
que se ajusten las propiedades espaciales y temporales de las sefiales de Ca*?. La mayoria del

Ca'? que entra a la célula se une a buffers (Berridge et al., 2003).

. RECEPTOR DE RIANODINA
Existen tres isoformas del Receptor de Rianodina (RyR): RyRi, RyR, y RyRs3, las cuales
tienen un 65% de similitud entre si y se encuentran ubicuamente en mamiferos (Kushnir et
al., 2018; Santulli et al., 2018). Estos receptores controlan la liberacion de Ca?* proveniente
de los reservorios del RE y Reticulo Sarcoplasmico (RS) (Santulli et al., 2018), respondiendo
al Ca?" de forma acampanada, es decir, se activa a concentraciones intermedias, pero se
inactiva a altas y bajas concentraciones del cation en el citoplasma, asi como en presencia de

ATP, por procesos redox, por cADPR y por algunos mecanismos de
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fosforilacion/desfosforilacion (Fill & Copello, 2002; Santulli et al., 2018). La habilidad que tiene
el Ca®" para estimular al RyR es modulado por la Ribosa ADP ciclica (¢cADPR), generando
“chispas” de Ca’?" al momento de la movilizacion (Berridge et al., 2000). Mutaciones o
modificaciones post traduccionales pueden llevar a la fuga de Ca?" intracelular aun habiendo
bajos niveles del cation en los reservorios del RE y RS, provocando el vaciado de los mismos
y la activacion de enzimas dependientes de Ca?". Este Ca?" liberado puede introducirse a la
mitocondria y generar dafio en el metabolismo energético y, por consecuencia, mas dafio al

RyR (Kushnir et al., 2018).

2. RECEPTOR DE INOSITOL TRIFOSFATO
El Receptor de Inositol Trifosfato (IP3R) es un canal receptor que contribuye a un aumento
rapido de los niveles de Ca?*, generando ondas y sefiales locales conocidas como “puffs”
(Berridge et al., 2000). Este receptor cuenta con 3 isoformas, que se activan con altas
concentraciones de IP3 y que, si provocan una liberacion elevada de Ca?* pueden provocar la
muerte celular debido a una sobrecarga de Ca’?" mitocondrial (Bittremieux et al., 2016).
Existe evidencia cientifica de que la pérdida de alguna de las isoformas o el splicing
alternativo llegan a provocar una inhibicion de la muerte celular (en células tumorales), ya
que existe menor liberacion de Ca®* hacia la mitocondria, lo que les da ventaja proliferativa
respecto a las células normales (Eighway et al., 1996; Wiel et al., 2014); y, por el lado
contrario, una mayor estimulacién de la accion de los receptores IP3R provoca una mayor
liberacion de Ca?", lo que conlleva a una mayor produccion de ERO’s, mayor concentracion

de Bcl-2 y Mcl-XL y, por consecuencia muerte celular (Roderick & Cook, 2008).

3. CANALES DE CALCIO VOLTAJE-DEPENDIENTES
Los canales de Ca®" dependientes de voltaje son transductores de los cambios de potencial
de la membrana, los cuales inician gran cantidad de funciones fisioldgicas para la célula.
Estos canales median la entrada del cation por medio de la despolarizacion membranal de la
célula, llevando a cabo los eventos celulares correspondientes (Catterall et al., 2011; Huang &

Zamponi, 2017; P. Taylor et al., 2011). Estos canales forman complejos de sefializacion con
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moléculas de sefializacion, receptores acoplados a proteina G y otros tipos de canales i6nicos
(P. Taylor et al., 2011). En cada tipo celular se expresan distintos subtipos de los canales de
Ca®" dependientes de voltaje, dependiendo de las propiedades fisiologicas y reguladoras
(Catterall et al., 2011), pero estos canales suelen encontrarse en tipos celulares que requieran
respuestas rapidas, pues pueden generar flujo de Ca®* rapidos, controlando procesos celulares
rapidos (J. T. Taylor et al., 2008). Existen aproximadamente diez miembros en la familia de
los canales de Ca*" dependientes de voltaje, y cada uno de ellos cumple una funcién distinta;
por ejemplo, el canal Cay inicia la contraccion, secrecion, regulacion d la expresion génica,
entre otras; el canal Ca.» es responsable del inicio de la transmision sindptica y el canal
STIM1 media la entrada de Ca®" desde el medio extracelular al momento que las reservas de
Ca’" del RE se agotan, provocando la liberacion de neurotransmisores, la plasticidad
postsinaptica estructural y funcional y la translocacion del factor de transcripcion (Catterall et

al., 2011; Sather & Dittmer, 2019).

4. CANAL CONTROLADO POR RECEPTOR
Es un conjunto de canales que se encargan de introducir Ca’>* a la célula gracias a su
activacion por medio de un receptor, generalmente se unen a transmisores como el glutamato,
ATP o acetilcolina (Berridge et al., 2000). En lugar de una forma de campana, la relacion del
Ca’>* con este tipo de canales es sigmoidal, sobre todo en presencia de elevadas
concentraciones de IP3, actuando como interruptor molecular y que, una vez unidos el
receptor e IP3, este se vuelve sensible a estimulos de Ca?", pero no a acciones inhibitorias
(Berridge et al., 2000). Un ejemplo de estos son los receptores N-Metil-D-Aspartato
(NMDA), los cuales son heterotetrameros que se encuentran presentes en la excitabilidad
sindptica y estan involucrados en procesos de memoria y aprendizaje. Ademas son altamente
permeables al Ca?’, donde un exceso de entrada de este cation puede provocar muerte
neuronal y, por tanto, bloqueo de los receptores a NMDA (Cull-Candy et al., 2001). En el
estudio (Morelli et al., 2019) se muestra como la disminucion de la expresion del receptor

NMDAR provoca una disminucién de la citotoxicidad y en la muerte celular que provocan
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los enantidmero analizados en las dos lineas celulares MCF-7 y SKBR3, lo que sugiere que

NMDA esta involucrado en un proceso antitumoral.

5. RECEPTORES POTENCIALES TRANSITORIOS
Dentro de este tipo de canales encontramos a los TRPV, receptores potenciales transitorios
vaniloides. Los vaniloides son moléculas lipoliticas presentes en la bicapa lipidica que le
confieren estructura y fluidez y juegan un papel importante en la homeostasis del Ca®*,
aumentandolo en el citosol, gracias al Ca?" de la dieta, absorbido desde el lumen intestinal.
El Ca®" es absorbido por las células apicales por canales TRPV5 y TRPV6, los cuales se
desactivan a altas concentraciones de Ca’" intracelular (Haustrate et al., 2020; Yelshanskaya
et al., 2021; Ziglioli et al., 2009). La funcion de los vaniloides en la actividad celular esta
dada en dos niveles distintos, bien sea a través de una interaccion con el receptor TRPV1,
disminuyendo mas rapido el potencial mitocondrial transmembranal; o a través de una
interaccion indirecta con la célula gracias a su habilidad para atravesar la MP (Ziglioli et al.,
2009). El canal TRPVS5 absorbe Ca?" desde el rifion, y el TRPV6 desde el intestino
(Yelshanskaya et al., 2021). Este ultimo ayuda en la captacion de Ca®" en tejidos epiteliales.
La desregulacion de la actividad de estos canales modifica las funciones fisiologicas, dando
lugar a enfermedades como el cancer (Haustrate et al., 2020; Mcgoldrick et al., 2017;

Yelshanskaya et al., 2021).

6. ORAI
CRAC son un conjunto de canales que provocan el ingreso de Ca?>" desde el medio
extracelular hacia el RE cuando este esta a punto de vaciarse. Dentro de estos canales
encontramos a la familia ORAI, un conjunto de canales presentes en la MP que se codifican
por tres genes distintos, dando pie a las proteinas ORAI1, ORAI2 y ORAI3 (Trebak & Putney,
2017). También encontramos a la familia STIM, un conjunto de proteinas diméricas (STIM 1

y STIM2) ancladas a la membrana del RE (Prakriya & Lewis, 2015; Roos et al., 2005).
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El canal STIM2 detecta la disminucion de Ca*>* luminal en el RE. Cuando va descendiendo
el nivel de Ca®* se va aumentando la activaciéon de STIM1 y disminuyendo la de STIM2
(Luik et al., 2008; Thiel et al., 2013). Esta disminucion de Ca®* provoca su disociacion con
los canales STIM, lo que activa a la fosfolipasa C a través de la proteina G, la cual fragmenta
al PIP,, presente en la MP en diacilgrlicerol (DAG) e Inositol trifosfato (IP3). Este ultimo
atrapa el Ca?" que estaba unido a STIM y lo lleva al citosol, generando un ligero aumento de
Ca®" en el citosol impulsado electroquimicamente. Esto genera cambios conformacionales
en STIM, uniéndose a la MP donde se activan los canales ORAI1, que abren su poro selectivo
al Ca®" y este fluye a través de su gradiente electroquimico desde el espacio extracelular a la
célula (Parekh & Putney, 2005; Prakriya & Lewis, 2015; Roos et al., 2005). Estos canales son
unicos entre los canales i6nicos, tanto en sus propiedades biofisicas como en su manera de

regulacion (Prakriya & Lewis, 2015).

Mecanismos OFF

Durante las reacciones OFF el Ca?" vuelve a sus niveles basales, es decir, parte del Ca®*
migra hacia el espacio extracelular y otra se almacena en los organelos a través de proteinas
movilizadoras de Ca?>" como pueden ser bombas e intercambiadores (Berridge et al., 2003).
Estos mecanismos provocan que el Ca’* se mantenga en sus niveles estables y que las
reservas se mantengan llenas (RE, mitocondria, AG, etc). Los componentes de las reacciones
OFF son la ATPasa de Ca?" de la membrana plasmatica (PMCA), el intercambiador Na/Ca
(NCX), SERCa?" y el uniportador mitodondrial. Cada mecanismo tiene su propio umbral de
actividad, por ejemplo, PMCA y SERCa’" responden a elevaciones moderadas de Ca?",
restableciendo los niveles basales del mismo. El NCX y el uniportador mitocondrial, por otro
lado, responden a estimulos menores (Berridge et al., 2003; Roderick & Cook, 2008). A

continuacion, se detalla cada una de las proteinas implicadas en este proceso.

1. BOMBAS DE CALCIO DE LA MEMBRANA PLASMATICA
Las bombas de Ca?* de la MP (PMCA) son proteinas intermembrana que, junto a otras,

ayudan en la regulacion de la concentracion de Ca®* en el citosol, por lo que una deficiencia
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de esta proteina puede provocar pérdida de la homeostasis del cation (Strehler & Zacharias,
2001; Varga et al., 2014). Las PMCA pertenecen a la superfamilia de bombas de tipo P, las
cuales se caracterizan porque hidrolizan ATP para transportar iones a través de la membrana
de manera activa (Benaim, 2004; Brini et al., 2013). Estas proteinas estan codificadas por al
menos cuatro genes distintos que, ademas son modificados por splicing alternativo para dar
gran cantidad de isoformas que estan presentes en distintos tipos celulares (Strehler &
Zacharias, 2001). La PMCA se estimula con la calmodulina (CaM) ya que un aumento en la
concentracion de Ca®* en el citosol provoca la union de este con aquella, ocasionando que se

una PMCA a la CaM, disminuyendo asi la afinidad del Ca?>" con PMCA (Benaim, 2004).

2. ATPasa DE CALCIO DEL RETICULO SARCO/ENDOPLASMICO
La captacion de Ca?" en el RE se realiza mediante una ATPasa de Ca®>" del RE (SERCa?"),
con el fin de mantener una homeostasis. Esta proteina reduce la concentracion de Ca2+ en el
citosol, bombeandolo al RE por medio de la hidrolisis de ATP (Bittremieux et al., 2016; Flores-
Peredo et al., 2013; Papp & Brouland, 2011). Estas proteinas estan codificadas por tres genes
(ATP2A1, 2 y 3), dando lugar a isoformas de la misma (Flores-Peredo et al., 2013; Papp &
Brouland, 2011). Las isoformas SERCa?"l y SERCa’2a se expresan en el musculo
esquelético y cardiaco, respectivamente; la SERCa?*2b es ubicua; se ha descrito la expresion
de SERCa?*3 en células de origen hematopoyético y células epiteliales seleccionadas como
el epitelio coldnico, gastrico, asi como en tejido mamario, donde SERCa?*3 se ve expresada
de manera abundante, teniendo un sistema de captacion de Ca®" bastante especializado (Papp
& Brouland, 2011). En estudios previos se observa que algunas proteinas apoptdticas, como
P53 estimulan la activacion de la proteinas SERCa®*, aumentando la concentracion de Ca?*
en el RE; por el contrario, proteinas antiapoptéticas (oncogénicas), como Bcl-2 y Ras reducen
los niveles de Ca?" en el Rea través de la fuga del mismo al citosol (Bittremieux et al., 2016;

Palmer et al., 2004), lo que nos muestra la importancia de esta proteina en células sanas.
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3. INTERCAMBIADOR NA/CA
El intercambiador de Na*/Ca?" (NCX), es una proteina que se encuentra en la MP de todas
las células de mamifero. Este es codificado por tres isoformas de genes, las cuales generan
NCX1, NCX2 y NCX3 (Lytton, 2007). Esta proteina actiia moviendo iones Ca?>" y Na* hacia
adentro y afuera, dependiendo de la direccion de la fuerza electroquimica en ambos lados de
la membrana celular (Lytton, 2007; Mordecai & Lederer, 1999). Junto a la PMCA y canales
selectivos de Ca?", esta proteina elimina Ca2+ del citosol, sin embargo, el NCX predomina
en la extrusion de Ca?*, eliminando 3 iones Ca®* por cada ion Na* (Mordecai & Lederer, 1999).
La actividad de este intercambiador es bastante activa en el corazdn, ya que es importante en

la regulacion de la contraccion (Philipson & Nicoll, 2000).

4. BOMBA DE CALCIO DE LA RUTA SECRETORA
La bomba de Ca?" de la ruta secretora (SPCA), junto con la PMCA y SERCa?", se encuentra
dentro de la familia de las ATPasas y provoca la entrada de Ca®>* en contra de su gradiente
de concentracién a los reservorios internos de la célula, es decir, promueven el retorno de
Ca’" a sus estados basales (Brini & Carafoli, 2009; Wootton et al., 2004). Esta bomba es muy
similar a SERCa?", con la diferencia de que SERCa?" se expresa tanto en el RE como en el
AG, mientras que SPCA es exclusiva del AG (Wuytack et al., 2003). Otra diferencia entre
ambas bombas es que SERCa®" solo moviliza el ion Ca?’, mientras que SPCA transporta
ademas un ion de Mn?" por cada molécula de ATP hidrolizada pues es afin a ambos por tener
un radio i6nico similar (Wootton et al., 2004; Wuytack et al., 2003). Este ultimo ion es toxico
en las células, y esta bomba es la mayor ruta de remocion de Mn?* del citoplasma. Se han
descrito dos isoformas de esta proteina: SPCA1, la cual se expresa ubicuamente, variando
los niveles de expresion segun el tipo celular; y la SPCA2, se expresa de manera mas alta en

las células de colon, neurona hipocampo (Brini & Carafoli, 2009).

5. UNIPORTADOR DE CA?* MITOCONDRIAL (MCU)
Las mitocondrias son cruciales en la sefializacion de Ca?" intracelular (Berridge et al., 2003;

Rizzuto et al., 2012), ya que estos organelos también pueden almacenar este cation (Clapham,
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2007). Para que las mitocondrias ingresen Ca®" a la matriz mitocondrial, se requiere que se
encuentren fisicamente cerca del RE (Rizzuto et al., 2012). Recordemos que, para que el Ca>*
ingrese a la mitocondrial, debe sobrepasar dos membranas. Con la externa no tienen ningin
problema, sin embargo, para que ingrese por la interne es necesario un conjunto de proteinas

que pueden ser canales o transportadores, como el uniportador mitocondrial de Ca?* (MCU)

(Clapham, 2007; Marchi & Pinton, 2014; Rizzuto et al., 2012). Esto ocurre gracias al voltaje
interno de la mitocondria que se genera al bombear protones de la cadena respiratoria

(ATPasa sintasa — Complejo V) (Marchi & Pinton, 2014).

La apertura o cierre del canal MCU se debe a la union de alguno de los dos complejos MICU 1
y MICU?2, los cuales tienen actividades antagdnicas (Patron et al., 2014; Rizzuto et al., 2012).
El primero de ellos actua a altas concentraciones de Ca?" citosolico, provocando la apertura
de MCU vy el ingreso de Ca®>" a la matriz mitocondrial. Por el otro lado, cuando la
concentracion de Ca?* citosolico es baja (100nM), MCU se une a MICU2 y se mantiene

cerrado (Patron et al., 2014).

Senalizacion de Calcio en el cancer

Los niveles de expresion del conjunto de proteinas movilizadoras de Ca?" se han visto
afectados en varios tipos de cancer, lo que provoca un aumento en la expresion de genes,
dandole ventajas proliferativas a células cancerigenas (Flores-Peredo et al., 2013; Pratt et al.,
2020; Roderick & Cook, 2008). Por ejemplo, en (Pottle et al., 2013) se observo un aumento en
la concentracion de Ca?" intracelular en MCF-7 en comparacion de MCF-10A, lo que sugiere
que las células provenientes de cancer dependen de Ca?" para su proliferacion. Este mismo
patron se observa en varios estudios donde las lineas celulares de cancer generan mayor
expresion de proteinas que provocan un aumento de Ca?* intracelular, como se observa en la
[lustracion 4, lo que respalda la idea de que estas lineas dependen de este cation para

aumentar su proliferacion celular (Roderick & Cook, 2008).
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Ilustracion 4. Diferencia en la movilizacion de Calcio entre una célula cancerigena y una no cancerigena. Tomado y
modificado a partir de Stewart, 2015

Algunas bombas de Ca?" de la MP, como PMCAl y PMCA2, se ha observado
sobreexpresadas entre 100 y 270% veces mas en lineas celulares de cancer con respecto a
lineas celulares normales, lo que conlleva a que haya un aumento en la proliferacion celular
en las cancerigenas (Lee et al., 2002, 2005). Lo mismo ocurre en otras proteinas
transmembrana, el silenciamiento de proteinas como TRPC3 y TRPC6 es provocado por el
silenciamiento de los genes correspondientes a estas proteinas (Aydar et al., 2009). TRPV6,
TRPM7 y TRPMS son otras proteinas que se expresan mas abundantemente en cancer. Esta
alta expresion se ve correlacionada con una mayor tasa de mortandad (Peters et al., 2012), un
aumento en la proliferacion celular (Guilbert et al., 2009), y una mayor facilidad para que

ocurra una metastasis (Liu et al., 2014).

Ademas de proteinas de la MP, algunas proteinas embebidas en las membranas de los
organulos también se expresan de manera diferencial en lineas celulares de céncer con
respecto a las normales, como es el IP3R en el RE (Mound et al., 2017), la SPCA2 del AG
(Feng et al., 2010) o el MCU en la mitocondria (Tang et al., 2015). Por un lado, el IP3:R
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aumenta la capacidad de migracion de las células cancerigenas cuando se encuentra
mayormente expresado a través de la movilizacion del Ca?* (Mound et al., 2017); y por el
otro, una alta expresion de SPCA2 aumenta la concentracion de Ca?" citosdlico, aumentando
la proliferacion celular en lineas de céncer (Feng et al., 2010). Para finalizar con este
apartado, también se ha observado una expresion mas elevada de mRNA de ORAI 1
(McAndrew etal., 2011) y ORAI3 (Faouzi et al., 2011). Por lo visto un aumento en de ORAI1
indica una mayor proliferacion celular, y una alta expresion de ORAII indica un aumento en
el estimulo de factores de crecimiento y factores pro invasivos que se relacionan a la dinamica

de Ca2*.

La sefializacion de Ca®" se logra mediante el trabajo conjunto de proteinas selectivas al Ca®*
(Berridge et al., 2003), una mala regulacion de estas proteinas conllevaria a un aumento en
la proliferacion celular (Monteith et al., 2007). Esto se observa en lineas celulares de cancer,
ya que requieren una alta concentracion de Ca’" citosdlico para asegurar el éxito de su

supervivencia, metastasis y proliferacion.

Capsicum annuum L.

Desde hace bastantes afios se han reportado compuestos fitoquimicos como agentes
citotoxicos en lineas celulares de cancer, teniendo poder antiproliferativo, apoptético y/o
actividad antiinflamatoria (Jeon et al., 2008; Khan et al., 2014; Maoka et al., 2001; Park et
al., 2012). En la Ilustracion 5 se observan los compuestos presentes en Capsicum annuum L.
var. Facinato, una de las variedades que estamos estudiando, asi como estudios que respaldan

el poten que tienen ante lineas celulares provenientes de cancer.

Como se puede observar en el costado derecho de la Ilustracion 5, existe una lista de
compuestos que estan presentes en estas variedades, por lo que nos dimos a la tarea de
identificar estudios cientificos que respalden que estos metabolitos tienen alguna actividad

antitumoral en lineas celulares de cancer, datos que se muestran en las Tablas 1 y 2.
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lustracion 5. Tomado de (Jiménez-Garcia, 2015). Mapa de metabolitos presentes en C. annuum L. var. Fasinato. Las
muestras se indican en las barras inferiores (Ctrl, T2, T3, T4, T5, T6, T7, TS, T9). Las columnas representan las
concentraciones de elicitores.
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Tabla 1. Fenoles presentes en extracto de Capsicum annuum L.

FENOLES

COMPUESTO  ACTIVIDAD REFERENCIA
Acido Disminuye la proliferacion en células de cancer de  (Ekbatan et al,,
clorogénico colon junto a 4c. Caffeico, 4c fenilpropidnicoy ac. 2018)

benzoico
Galato de Interfiere en la tasa de crecimiento tumoral en la (Gianfredi et al.,

Epigalocatequina linea celular de cancer de mama MDA-MB-231  2017)

Acido sinapico El acido sinapico tiene actividad antiinflamatoria, (Zhangetal., 2017)
pero sus derivados tienen aun mayor actividad

antiinflamatoria
Vainillina Antioxidante, antiinflamatorio, antibacteriano y (Naz etal., 2018)
antitumoral. Vainillina como agente

anticanceroso, inhibiendo la proliferacion celular
(hepatocitos humanos) dosis dependiente.
Reduccion en la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y produccién de EROs y apoptosis

Quercetina Osteosarcoma. Quercetina es flavonoide con (Lanetal., 2017)
propiedades anticancerosos, atenu6 la migracion
celular, atenud formacion de tumores, puesdetiene
ciclo celular, metastasis y angiogénesis celular

Resveratrol Polifenol natural, antioxidante, antiinflamatorio, (Elshaer et al.,
anticancerigeno. Céncer colorrectal y de piel. 2018)
Suprime inflamacion y elimina EROs, suprime
estrés oxidativo
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Tabla 2. Carotenoides presentes en Capsicum annuum L.

CAROTENOIDES

COMPUESTO ACTIVIDAD REFERENCIA

Luteina y B- Carotenoides dietéticos reducen cancer de mama. (Gongetal., 2018)
Caroteno Inhibe significativamente crecimiento celular,

induce deteccion del ciclo celular y muerte celular

independiente de caspasas. Luteina aumenta la

produccion de EROs en células de cancer de

mama, pero no en normales, se activa p53

Tocoferol Una dosis de 0.2% de tocoferoles inhibio la (Gupta et al., 2018)
tumorogénesis mamaria, hubo una reduccion del
crecimiento de tumores mamarios en ratas

B- Regular diferencialmente la expresion de P73 in  (Millan et al., 2015)
Criptoxantina  vitro e in vivo. Disminuye la proliferacion celular
e induce apoptosis regulando negativamente P73

Licopeno Consumo de licopeno disminuye el riesgo de (Giovannucci et al.,
cancer de prostata en estudio poblacional desde 2002)
1986 a 1998

Acido linoleico  El Acido linoleico reduce el crecimiento celular en (Kim et al.,

tumores de mama de manera dosis dependiente. 2005)
También se demostré que el efecto de este acido en

las células tumorales podria estar asociado a la
generacion HETE, un metabolito que disminuye en
tumores malignos, donde se ve mayor expresion
comparado con tejidos normales.
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JUSTIFICACION

Estudios previos muestran que, compuestos como fenoles y carotenoides, tienen un efecto
citotoxico, realizando una movilizacion de Ca®* citoplasmatico en procesos como el cancer
(Jeon et al., 2008; Khan et al., 2014; Maoka et al., 2001; Park et al., 2012), inhibiendo la
viabilidad celular. Sin embargo, ain no se sabe con certeza el mecanismo por medio del cual
ocurre, ni si esta movilizacion ocurre de manera diferencial entre lineas celulares MCF-12F

y MCF-7.

Se ha considerado que los compuestos bioactivos presentes en el concentrado de Capsicum
annuum L. modulan la expresion genética de proteinas movilizadoras de Ca?", como
SERCa?*, teniendo un efecto en la expresion diferencial de genes, activada por cambios en

la concentracion de Ca?* en el citoplasma, asi como la forma en que es regulada en el tiempo.

En nuestro grupo de trabajo, creemos que la movilizacion de Ca®>" actuando como segundo
mensajero, modulard la respuesta celulares y transcripcional de las lineas celulares de mama
que planteamos usar en nuestro estudio. Esto pondra por primera vez en evidencia, cual es la
respuesta a corto plazo que induce una expresion diferencial del genoma de estas lineas
celulares, ante el reto de concentraciones crecientes de Calcio en espacio y tiempo, inducida

por compuestos bioactivos presentes en un concentrado de Capsicum annuum L.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta ahora se sabe que los componentes en el concentrado de Capsicum annuum L.
provocan la movilizacion de Ca?" celular por medio de la activacion de genes de proteinas
especializadas. Sin embargo, aun no es conocida la concentracion y variedad que provoca
una mayor sefializacion de Ca®" en la célula, y si esta movilizacion proviene del espacio
extracelular o de los reservorios intracelulares. Esto por esto que, consideramos necesario
estudiar distintas concentraciones de los biocompuestos encontrados en especies de este
género. El conocer el resultado implica que podamos utilizar otras especies del género. para
hacer investigacion que aporte en el conocimiento sobre la movilizacion de Ca?*, deseando
pueda servir en un futuro para investigacion biomédica. Con el apoyo del laboratorio de
Proteogenomica de la Universidad Nacional Auténoma de México, el laboratorio de
Biofisica de membranas de la Universidad Auténoma de Querétaro y el Laboratorio Nacional
de Visualizacion Cientifica avanzada cede UAQ (LAVIS-UAQ) y con los recursos obtenidos
gracias a la Dra. en C. Verdnica Morales Tlalpan y el Dr. en IBB Carlos Saldafia Gutiérrez,
asi como todo el equipo que esta detras de ellos y que la Universidad Autonoma de Querétaro

nos aporta y apoya este proyecto sera posible.

37



HIPOTESIS

Los concentrados crudos de Capsicum annum L, alteran la expresion de genes involucrados

en la dinamica de Calcio en las lineas celulares de mama MCF-12-F y MCF-7.
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OBJETIVOS

Caracterizar la dinamica de Calcio a través de estudios biofisicos y moleculares en células

de mama MCF-12-F y MCF-7, inducida por extractos de Capsicum annuum L.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar el papel que tienen los extractos de Capsicum annum L. en la viabilidad
de células de mama MCF-12 y MCF-7.

Conocer la dinamica de Calcio por medio de los 3 concentrados de Capsicum annuum
L.

Determinar tanto las dosis como los tiempos 6ptimos de respuesta que movilizan
Calcio (por medio de Ton Y Tofr).

Establecer las condiciones de concentracion de los extractos de Capsicum annum L.,
para la generacion de una base de datos transcriptomicos asi como los posibles
marcadores moleculares que nos den informacion de los cambios de expresion génica

al retar a las diferentes lineas celulares.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIA VEGETAL

Los extractos metanolicos con los cuales se trabajo provienen de una extraccion en crudo de
los frutos del pimiento morron C. annum L., mismos que se obtuvieron de cultivos
manipulados experimentalmente (ECE), permitiendo que se favoreciera la sintesis de
compuestos bioactivos. Las muestras fueron cortadas, congeladas en nitrogeno liquido,
molidas en licuadora marca KRUPS y guardadas protegiéndolas de la luz en un
ultracongelador a T° de -70°C hasta su uso. El perfil de los concentrados se obtuvo por medio
de HPLC en el Laboratorio de Metabolitos y Nanocompuestos, dando como resultado los

extractos metanolicos de C. annuum L. ricos en fenoles y carotenoides.

CULTIVO CELULAR

Se realizo el cultivo de las lineas celulares MCF-12F y MCF-7 en el laboratorio de
proteogendmica de la UNAM campus Juriquilla. Las condiciones a las cuales se mantuvo
son las siguientes: 37°C, 5.0 % CO2y humedad controlada. Se les suministra el medio de
cultivo DMEM, el cual esta enriquecido con NaHCOs3, 10% de Suero Fetal Bovino, 1% de
penicilina y 1% de estreptomicina y un tampon que permite mantenerlo a un pH = 7.4. Las
células crecieron en monocapa y se lavaron con PBS (Buffer Fosfato Salino) 1X y verseno
1X, posteriormente se les afiadio tripsina al 0.5% para despegarlas, la cual se inactivo al
resuspenderlas en el medio DMEM. Las cajas al 80-100% de confluencia se utilizaron para
realizar los siguientes experimentos. Se comienza a trabajar con una confluencia entre el 80

y 100%. En la Ilustracion 6 se puede observar su morfologia.
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lustracion 6. Morfologia epitelial de las lineas celulares MCF-12F y MCF-7 respectivamente. Fotografias
tomadas en exclusivo para este estudio.

CONTEO CELULAR Y VIABILIDAD CELULAR POR MEDIO DE
ALAMAR BLUE

Se realizé un conteo celular para conocer la viabilidad del cultivo por medio de Alamar Blue
(Rampersad, 2012), el cual consiste en producir EROs en nuestros cultivos a diferentes
concentraciones y tiempos en presencia de los extractos de Capsicum annuum L. El reactivo
utilizado es el Alamar Blue, el cual detecta a las células que tienen un metabolismo activo,
haciendo una cuantificacion de células viables y proliferacion de las mismas. El objetivo de
este reactivo es detectar el estado redox de las células al momento de la oxidacion de la
resazurina (de color azul) reducida a resorufina (color rosa), cambio de color que corresponde
a la oxidacion del reactivo, como se puede observar en la Ilustracion 7. En este ensayo se
utilizé una placa de 96 pozos, 48 para MCF-7 y 48 para MCF-12-F, de cada pozo de la placa
se sembraron 5,000 células (contadas por medio de camara de Neubauer), ImL de medio de
cultivo DMEM, 20 pL del extracto de Capsicum annuum L. a diferentes concentraciones y
el 10% del reactivo Alamar Blue (poniendo controles tanto negativos como positivos). Se les

anadieron los extractos de Capsicum annuum L. a distintas concentraciones (0.01, 0.1. 1
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y 10mg/ml) y se determind la actividad metabodlica a distintos tiempos (24h y 48h) con el
10% del reactivo Alamar Blue. Se determino la fluorescencia en un espectrofotometro de
placas (VariosKanTM Lux LUX Multimode Microplate Reader; Thermo Fisher, USA;
Colaboracion con la Unidad de Proteogenémica UNAM) a una longitud de onda de
excitacion de 530- 560 nm y de emision a una longitud de onda de 590 nm. Finalmente, los
resultados se analizaron trazando la intensidad de la fluorescencia vs la concentracion del
tratamiento con el extracto de Capsicum annuum L. (AlamarBlue® Cell Viability Assay

Protocol, ThermoFisher).

N
X Reduction
|:>
HO 5 o}

Resazurin

Weakly fluorescent

[lustracion 7. Principio de la oxidacion de resaruzina a resorufina (imagen de referencia)

DETERMINACION DE CALCIO INTRACELULAR POR MEDIO DE
FLUO-4AM

El desarrollo de indicadores sensibles al Calcio, como lo es Fluo-4AM, ha apoyado en la
comprension e interpretacion de la sefializacion de Calcio intracelular, intentando cuantificar
el Calcio tanto en el citoplasma como en los reservorios internos. El Fluo-4AM es un
reportero que se une al Calcio y, al ocurrir la uniéon, aumenta la fluorescencia del mismo. Se
espera que se registren las concentraciones intracelulares de Calcio a las 24h de cultivo. A
las lineas celulares se les afiadio 5 uM de Fluo-4-AM (Invitrogen, 2011), solucion Krebs (KS,
contenido en mM): 150 NaCl, 1 KCI, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 4 Glucosa, 10 HEPES, pH ajustado
a 7.4, suplementado con 0,5% de BSA y 0,01% de 4cido plurdnico, durante 20 min a
temperatura ambiente. Se les realizé un lavado a las células con KS, para eliminar el Fluo-4-
AM extracelular. Se observaron las células cargadas y se colocaron en un microscopio MVX

10 Olympus con una amplificacion de 630 aumentos, y una cdmara XM 10 Olympus, a una

42



velocidad de captura de una imagen por segundo. Se realizaron mediciones fluorescentes

utilizando un cubo de fluorescencia de GFP.

La captura de imagenes en tiempo real de las cé€lulas tratadas con los extractos metanolicos
se obtuvieron con el programa Cell P y CellSence de Olympus. Las imagenes se guardaron
en formato avi. En el programa Image J se realiz6 el andlisis de las regiones de interés del
campo visual de las células para obtener los datos cuantitativos de los cambios de la
intensidad de la fluorescencia reportadas como Unidades de Fluorescencia Arbitraria
(UFAs), para posteriormente analizar y graficar estos transitorios en el programa OriginPro
2019, en donde se reporta la media de las UFAs de los ROIs seleccionados a través del tiempo

de las diferentes concentraciones de los extractos metandlicos (Saldafia et al., 2009a).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de las imagenes obtenidas en la dindmica de Calcio se utiliza el software
estadistico OriginLab Pro 2019. Se utiliz6é un disefio experimental aleatorizado para evaluar
el efecto en la movilizacion de Calcio debido a la aplicacion de cada uno de los 3 extractos
en las lineas celulares MCF-12F y MCF-7 a distintas concentraciones (0.Img/mL, Img/mL

y 10mg/mL), con duplicado de cada tratamiento.
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RESULTADOS

1. Viabilidad celular por el método de Alamar blue

En la Figura 1 se muestra la citotoxicidad de los liofilizados en las lineas celulares MCF-12F
y MCF-7 debido a la reduccion del Alamar Blue oxidado gracias a las mitocondrias de las
células viables. El equipo de trabajo encontr6 que las células tratadas con mayor
concentracion de los liofilizados mostraron una reduccion significativa en la viabilidad
celular en ambas lineas celulares, es decir, se muestra una citotoxicidad dosis-dependiente.
Ademas, se observa una menor viabilidad celular en células tratadas so6lo por 24h con los

liofilizados, comparado con las células tratadas durante 48h con los mismos.
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Figura 1. Viabilidad celular en MCF-7 y MCF-12F luego de 24h y 48h de incubacion con las 3 variedades
de Capsicum annuum L.
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La viabilidad celular de MCF-12F y MCF-7 se vio disminuida al agregar los extractos crudos
de Capsicum annuum L. de las 3 variedades. Ambas lineas celulares muestran valores de Ki
similares para las 3 variedades de Capsicum annuum L., como se puede observar en la jError!
No se encuentra el origen de la referencia.. Los resultados indican que la viabilidad celular

se ve disminuida en ambas lineas celulares, obteniendo una citotoxicidad dosis-dependiente.

Tabla 3. Valores de Ki en ambas lineas celulares al aplicar las distintas variedades de C. annuum L.

MCF-12F MCF-7
Extract 24h 48 h 24 h 48 h
Baselga 2.80616 2.45323 2.80616 2.15467
Fascinatum 2.71954 2.24948 2.92376 2.25852
Orangela 2.86619 2.42248 3.17695 2.30444
y = A1 + (A2-A1)/(1 + 10*((LOGx0-x)*p))
Logx0 = Ki

2. Determinacion de Calcio intracelular por el método de Fluo 4-AM

2.1. Determinacion de Calcio intracelular con medio rico en Calcio

En este trabajo también nos centramos en el estudio de la dindmica de Calcio citosolica
provocada por tres extractos metandlicos provenientes de la especie Capsicum annuum L. en
dos lineas celulares de mama, MCF-12F y MCF-7. Se utiliz6 un indicador sensible a Calcio,
llamado Fluo-4AM que, al unirse a Calcio emite mayor fluorescencia, misma que nos

ayudara a cuantificar el Calcio citosolico de manera indirecta.

La movilizacion basal de Calcio se midid antes de realizar el experimento, con el objetivo de
observar el transitorio que provocan los extractos al aplicarlos. Posteriormente se aplico cada

extracto a cierta concentracion y se realizé la medicion del experimento durante 200 seg.

En la Figura 2 se muestran los resultados de los transitorios de Calcio, donde se presenta la
dinamica basal y, posteriormente, 200 seg de dinamica de Calcio al aplicar el extracto
Baselga a distintas concentraciones (0.1, 1 y 10 mg/mL) en las lineas celulares MCF-12F y

MCF-7. Podemos observar que existe un aumento bastante pronunciado y veloz, asi como
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una disminucién lenta en ambas lineas celulares. Se observa ademas que la disminucion es

mas lenta a mayor concentracion del extracto.

En la Figura 3 y la Figura 4 se observan los mismos resultados, pero al aplicar los extractos
Fasinato y Orangela, respectivamente. Se puede observar que la disminucion de Calcio en la
linea celular MCF-7 es més lenta que en la linea MCF-12F, debido, probablemente, a la

deficiencia que tienen las células MCF-7 de almacenar Calcio en el RE.
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Figura 2. Dinamica de Calcio en células MCF-12F y MCF-7 al aplicar Baselga a las concentraciones de 0.1, 1
v 10 mg/mL
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Figura 3. Dinamica de Calcio en células MCF-12F y MCF-7 al aplicar Fasinato a las concentraciones de 0.1,
1y 10 mg/mL
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Figura 4.Dinamica de Calcio en células MCF-12F y MCF-7 al aplicar Orangela a las concentraciones de 0.1,
1y 10 mg/mL

Para conocer los tiempos de activacion (Ton ¥ Tofr) que se requieren para aumentar el Calcio
al aplicar los extractos se utilizd la funcion matematica que mejor se ajustara al
comportamiento presentado: el modelo de Boltzmann, el cual presenta una grafica sigmoidal.

La ecuacion de Boltzmann es la siguiente:

A — Ay

Yy = . A:
Y 1 + (.,:(r—ru)',"dr + 2
Donde:
Initial Value: A =0
Final Value: A =1
Center. x =0

Time Const: dx=1
Derived Paramenters:
Span=|A -AJ=1

ECS0=e>=1
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Como se puede observar, el valor de Xy es el tiempo que se tarda en llegar al valor medio de
Y, es decir, es el tiempo medio que tarda el Calcio en llegar a su pico maximo desde que
inicia el aumento. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos al analizar tanto el

aumento como el descenso de Calcio con la ecuacion de Boltzmann.

En la Tabla 4 se muestran los valores de Xo obtenidos al someter cada uno de los resultados
al modelo de Boltzmann. Como se puede observar, al aumentar la concentracion del extracto,
disminuye el valor de Xo, indicando que, a mayor concentracion del extracto, mayor
velocidad de activacion de Calcio. Este comportamiento se observa en todos los datos, en
ambas lineas celulares. Ademas, cabe destacar que, a pesar de que la velocidad de activacion
es bastante similar y répida, se observan valores de activacion menores en la linea celular
MCF-7 que en la linea MCF-12F, lo que podria indicar una de dos cosas: a) que el
ligeramente elevado nivel de Calcio basal presente en esta linea celular MCF-7 genere que
el Calcio aumente a mayor velocidad que en MCF-12F o que b) los mecanismos de activacion

son mas eficientes en la linea MCF-7 que en la MCF-12F.

Tabla 4. Valores de t,, obtenidos con el modelo de Boltzmann

BASE GA FASINATO ORANGELA

MCF-12F

MCF-7 MCF-12F MCF-7 MCF-12F MCF-7

0.1 mg/mL 19.73 4.50 5.47 3.92 5.82 5.40
1 mg/mL 4.91 4.00 4.62 3.01 5.17 3.35
10 mg/mL 3.60 3.05 3.32 2.73 4.50 3.22

Posteriormente se sometieron los datos de tofr al modelo de Boltzmann para conocer sus
tiempos de retorno de Calcio a los niveles basales, obteniendo los datos de la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. En estos datos se observa un patron en los resultados,
pues a mayor concentracion del extracto, el valor de la derivada de Xo es menor, es decir,
tiene una pendiente menor, lo que indica que se requiere mayor cantidad de tiempo para que

el Calcio retorne a sus niveles basales. Esto podria deberse a que hubo mayor movilizacion
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de Calcio hacia el citosol, por lo que el tiempo de retorno tendria que ser mayor (este

comportamiento se observa en todos los datos obtenidos).

Tabla 5. Valores de T, obtenidos con el modelo de Boltzmann

ORANGELA

BASELGA FASINATO

MCF-7 MCF-12F MCF-7 MCF-12F MCF-7

MCF-12F

0.1 15.11 25.6 29.47 36.82 20.9 26.84
1 13.09 24.3 22.04 33.85 6.48 22.88
10 9.23 21.7 14.58 23.79 38.15

2.2, Determinacion de Calcio intracelular con medio libre de Calcio

Por otro lado, para poder descartar que el aumento de Calcio citosdlico se debe solo a la
entrada capacitativa desde el medio extracelular, se realizaron los experimentos a la
concentracion de 1 mg/mL, esperando observar un aumento transitorio de Calcio. Las células
se bafiaron en KS rico en Calcio durante 20 min. En estas condiciones, la célula almaceno
Calcio en el RE. Posteriormente se elimind el medio y se afiadi6 KS libre de Calcio,
manteniendo a la célula en un ambiente extracelular sin Calcio, con el objetivo de observar
si se presentaba un aumento de Calcio al aplicar los extractos. Posteriormente se afiadio
tapsigargina 1uM para descartar la presencia de Calcio en el RE luego de la aplicaciéon del
extracto. En la ;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se observan los

resultados obtenidos en ambas lineas celulares.
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Figura 5. Efecto de Baselga, Fasinato y Orangela a la concentracion de 1mg/mL en células MCF-12F y MCF-7,
v posterior aplicacion de Tapsigargina IuM.

Como podemos observar, en las graficas de cero Calcio, también se aprecia un pico, lo que

nos indica que este Calcio proviene del RE y demas reservorios internos de la célula, puesto

que no habia Calcio en el medio extracelular.

Al comparar los tiempos de activacion de las células en medio rico en Calcio con los de
medio libre de Calcio se encontraron resultados bastante interesantes. En ambas lineas
celulares hubo mayor retardo en la subida de Calcio en los experimentos libres de Calcio
extracelular, en comparacion con aquellos donde si habia Calcio, por lo que: 1) la subida de
Calcio en los primeros experimentos se debia tanto a la entrada capacitativa desde el medio
extracelular, como a la liberacion de reservorios como el RE y 2) la escasez de Calcio en el
medio extracelular retraso la subida de Calcio en el citosol, sin embargo no la anulo, pues el
Calcio se liberd del RE. Otro aspecto importante es que ahora la linea celular MCF-7 es la
que requiere mayor cantidad de tiempo en aumentar el Calcio citosélico (al menos en
Baselga.y Fasinato), debido quiza a 1) la deficiencia de isoformas de RyR que tiene esta linea
celular, pues se ha reportado que sélo presenta la isoforma RyR1 o a que 2) la mayor cantidad

de Calcio que ingresaba al citosol provenia del medio extracelular y que, al no tenerlo,
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provocd una disminucion en el tiempo de aumento de Calcio. En cuanto a la disminucion de
Calcio, se observa que la linea MCF-7 moviliza Ca’* de manera mas eficiente en
comparacion a su contraparte MCF-12F, esta debido posiblemente a la menor concentracién
de Calcio que almacena esta linea celular, en comparacion con MCF-12F, donde las bombas
y canales del RE trabajan de manera eficiente. A menor concentracion de Ca?* en el RE,

menor tiempo de retorno de Calcio a sus niveles basales.

Tabla 6. Comparacion de los tiempos de activacion en células MCF-12F y MCF-7 al aplicar los extractos de C.
annuum L 1 mg/mL en medio con Calcio y medio libre de Calcio.

BASE GA FASINATO ORANGELA

MCF-12F

MCF-7

MCF-12F MCF-7

MCF-12F MCF-7

ATon 0Ca*>" 4.90 6.40 5.27 6.40 5.93 5.58
extracelular

ATorr0Ca" 33.97 21.08 64.03 19.23 16.45 10.73
extracelular

3. Disefo de los primers que codifican para los genes ATP2A1, ATP2A2 y
ATP2A3.

Para obtener los fragmentos parciales especificos de las secuencias para los genes de las tres
isoformas de la proteina ATPasa de Calcio del Reticulo Endoplasmico (SERCa?") ATP2A1,
ATP2A2y ATP2A3, se requirio del disefio de oligonucleétidos. El disefio de dichos cebadores
lo realiz6 el companiero L. B. Roberto Garcia, utilizando el portal Integrted DNA
Technologies, tomando en cuenta el tamafio Optimo, temperatura de fusion, especificidad,

etc. El resultado se muestra en la Tabla 7:
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Tabla 7. Condiciones para el diseiio de los oligonucledtidos para los genes ATP2A1, ATP2A2 y ATP2A3

Tipo Secuencia Inicio Tamafio Tm % GC Amplicon
5’-3’ Primer  CACAGAACAGGACAAGACC 723 19 59.782  52.632

3'-5'Primer  TGTTGATAAGCCAGACAGC 826 19 59.794  47.368

Producto 104

5’-3’ Primer  GTCACTCCACTTCCTGATCC 179 20 61.412 55

3'-5'Primer  ATGAGAATCACGGGCAAGG 377 19 61.985 52.632

Producto 199

5.3’ Primer CTGAAGAAAGCAGAGATCGG 532 20 60.014 50

3-5Primer TCATGTTGCTGTAGATGGC 673 19 50.87  47.368

Producto 142

Para determinar el comportamiento transcripcional de los genes que codifican para SERCa?",
se requiere de poner en contacto las lineas celulares con los extractos de Capsicum annuum
L. y realizar la extraccion de RNA por el método de Trizol. A pesar de que ya se cuenta con
las muestras de RNA, se requiere mayor cantidad de material genético para poder realizar los

experimentos de qPCR, informacidén que se encuentra en perspectivas.
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DISCUSION

Muchos factores estan implicados en el desarrollo del cancer y la sefalizacion de Calcio
parece tener un papel muy importante en muchos de ellos. Como se vio a lo largo del presente
escrito, estudios previos han establecido que algunos canceres estan asociados con los
cambios en la expresion de proteinas implicadas en dicha sefializaciéon, como canales,
bombas e intercambiadores, provocando un aumento en la proliferacion y evasion de la
muerte celular. La remodelacion de la sefializacion de estas células da como resultado el
enfoque en los canales y bombas de Calcio especificos como dianas farmacoldgicas contra

ciertos estados patologicos dentro del cancer.

Nos hemos centrado en los posibles cambios de la expresion de proteinas implicadas en la
dinamica de Calcio de la linea celular MCF-7, al suministrar extractos metanolicos ricos en
compuestos fenodlicos y carotenoides. De esta linea celular ya se tenian antecedentes de
aberracion en la expresion de proteinas como RyR y SERCa?* (Saldafia et al., 2009b), sin
embargo, ain no se sabia, a ciencia cierta, como es que se movilizaba el Calcio en ellas y qué
ocurria si se suministraban compuestos bioactivos. A continuacion, analizaremos los
resultados obtenidos durante este proyecto, evidenciando el papel que juegan los compuestos

presentes en los extractos en las lineas celulares estudiadas.

En el Figura 1, se muestra como es que al aumentar la dosis de los extractos metanolicos,
disminuye la viabilidad celular, lo que nos indica que los extractos contienen componentes
que provocan no solo disminucion en la proliferacion, sino también muerte celular. El tipo
de muerte que se provoca podria deberse al proceso de apoptosis, ya que se cuenta con
evidencia de cuerpos apoptoticos, restos celulares que se forman solamente si la muerte
celular ocurri6 por apoptosis, sin embargo, atn nos falta evidenciar de manera mas
contundente que el mecanismo de muerte celular es programado. También es importante
mencionar que los rangos de concentracion que me manejaron estdn concentrados entre los
0.1 y los 10 mg/ml, un rango bastante amplio que nos da un rango de resultados bastante

extenso. Como se observd en el Figura 2, una dosis baja (0.1 mg/mL) no genera muerte
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celular, o al menos no de manera visible, pues la viabilidad celular aument6 con respecto al
inicio del experimento y, por el contrario, una concentracién bastante amplia (10 mg/mL)
provoca una muerte celular casi completa en ambas lineas celulares, resultando sumamente
toxica para poder obtener resultados analizables. Es por ello que concluimos que la dosis que
genera un cambio en la viabilidad celular considerable, sin eliminar a la mayoria de la
poblacidn es la concentracion de 1 mg/mL. Al analizar la funcién de la curva dosis respuesta,
mostrados en la Tabla 3, observamos que los valores de ECso (también llamados valores de
Ki) son similares en ambas lineas celulares, lo que nos indica que se requiere una
concentracion de los extractos metanolicos bastante similar para producir un 50% del efecto

maximo, es decir, para eliminar el 50% de las células viables.

En cuanto a la comparacion de las dos lineas celulares, recordemos que MCF-7 proviene de
un tejido de adenocarcinoma de tejido mamario, mientras que MCF-12F proviene de un
tejido de mama sano, siendo este ultimo considerado como linea control con respecto a la
primera. Cuando observamos los resultados, se puede ver que la linea celular MCF-7 tiene
mayor viabilidad celular que MCF-12F al aplicarle bajas concentraciones, mientras que, al
aplicarle la concentracion mas alta, se observa una caida de la viabilidad celular similar a la

linea MCF-12F.

Por otro lado, se realizaron experimentos de sefializacion celular, donde se midi6 el aumento
de la concentracion de Calcio citosolica en ambas lineas celulares al suministrarle los

distintos extractos metandlicos a distintas concentraciones en un rango de pocos minutos.

En las Figuras 2, 3 y 4 se observan los cambios de fluorescencia en funcion del tiempo en
ambas lineas celulares con cada uno de los extractos metandlicos a las distintas
concentraciones analizadas. Se observa que el aumento en la fluorescencia es casi
instantaneo, mientras que la disminucién requiere varios minutos para que llegue a los niveles
basales. Al observar que ocurre lo mismo en todas las concentraciones, se determind
cuantitativamente el cambio en la velocidad entre las concentraciones y se obtuvieron los

datos mostrados en la Tabla 4, donde observamos una ligera tendencia de aumento en la
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velocidad al aumentar la dosis de los extractos suministrados a las células, lo que nos indica
que la velocidad es dosis dependiente, entre mayor concentracion se encuentre en las células,
mayor es la velocidad de aumento de fluorescencia en las células, es decir, mayor aumento
en la concentracion de Calcio citosolico. Al tener esta eficiencia, podemos concluir que los
mecanismos de aumento de Calcio citosolico son bastante eficientes en ambas lineas
celulares, estando implicados mecanismos de entrada capacitativa y mecanismos de
liberacion de los reservorios, es decir, proteinas implicadas en la sefializacion de Calcio como
RyR, IP3R, en el RE; y canales controlados por voltaje y canales controlados por receptores,
en la MP. Sin embargo, se requiere eliminar el Calcio que se encuentra en el espacio
extracelular, con el objetivo de determinar si el aumento de Calcio de estos experimentos
proviene del espacio externo o bien es liberado desde los reservorios internos, asi tendriamos
mayor evidencia de qué proteinas estan implicadas en este proceso, las del RE o las de la

MP.

Por el contrario, en la Tabla 5 se mostraron los datos resultantes de la cuantificacion de la
disminucién de la fluorescencia, es decir, el retorno de Calcio a su lugar de origen o
subsecuente disminucion de Calcio citosolico. Los datos nos muestran una disminucion
bastante lenta en ambas lineas celulares, sin embargo, la linea celular MCF-7 tiene tiempos
mas prolongados, indicando que su mecanismo de extrusion de Calcio y/o almacenamiento
en reservorios internos es mas lento, pues el tiempo que le toma para disminuir el Calcio es
mayor, esto se podria responder bien sea por las proteinas de la MP que liberan Calcio al
espacio extracelular y/o con la mala ubicacion de la bomba SERCa?" (Saldafia et al., 2009b),
unica que almacena Calcio en el reticulo endoplasmico, pues dicha ubicacion genera

disminucidn en la eficiencia celular.

Para determinar si las proteinas implicadas en el proceso de retorno de Calcio a sus niveles
basales se encuentran en la MP o en la membrana del RE, es necesario eliminar el Calcio
extracelular y dejar actuar solamente a las proteinas internas. En la Figura 5 se observan las

graficas resultantes de dichos experimentos. La primera curva pertenece al aumento de
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fluorescencia debido al suministro de Capsicum annuum L. a las células y se puede observar
como es que aumenta el Calcio y disminuye de manera similar a los experimentos obtenidos
con Calcio externo, lo que nos indica que el aumento citosélico de Calcio se debe a las
proteinas embebidas en la membrana de los reservorios, como IP3R y RyR para aumento de
Calcio y a SERCa’" para la disminucioén del mismo. Sin embargo, vemos una disminucién
lenta, lo que nos indica que, en efecto, el mal posicionamiento de SERCa®" genera que el
Calcio no retorne al RE de manera eficiente. Consideramos pues que esta proteina es muy
importante en los resultados obtenidos y nos muestra valores fuertemente prometedores al
momento de hacer la transcripcion. En la tabla 6 se muestran con valores del tiempo Ton Y Tott
obtenidos de las graficas previas donde demostramos la lentitud del almacenamiento, debido

al mal posicionamiento de la proteina SERCa?".

Para obtener mas datos, precisamos el disefio de primers para la proteina SERCa®*. En la
Tabla 7 mostramos las secuencias forward y reverse de los primers que se disefiaron, para
poder amplificar la proteina implicada en el proceso de disminuciéon de Calcio citosélico. En
los siguientes estudios nos gustaria enfocarnos en conocer las isoformas de la bomba

SERCa?" de esta linea celular que se encuentran funcionales en la linea celular estudiada.

Se espera que en un futuro cercano se aumente el estudio de proteinas implicadas en la
dinamica de Calcio para ayudar como terapia contra diferentes neoplasias, aumentando el
numero de estudios que definan la importancia de la sefalizacion de Calcio en el ambito

oncologico.
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CONCLUSIONES

Viabilidad celular. Los extractos de Capsicum annuum L. son citotéxicos en ambas lineas
celulares tanto a las 24 como a las 48h. Sin embargo, se requiere de una concentracion mayor
a Img/mL para observar este efecto. A pesar de que existe muerte celular, los valores de Ki
que exhiben ambas lineas celulares no presentan diferencia significativa. Para conocer el tipo

de muerte celular que suponen estos resultados

Se cree que el tipo de muerte celular que suponen estos ejercicios es por apoptosis, sin

embargo, aun faltan resultados para corroborarlo.

Dinamica de Calcio. Los tres extractos de C. annuum L. movilizan Calcio en las lineas
celulares MCF-12F y MCF-7 de manera diferencial. Al analizar los tiempos de activacién
(Ton ¥ Toff) S muestra que el valor de toq €s bastante similar entre las tres concentraciones de
los tres extractos, pero la diferencia surge al momento de analizar los valores de Tor. A
medida que aumenta la concentracion del extracto, la velocidad de decaimiento disminuye y
la velocidad de decaimiento es menor en MCF-7 que en MCF-12F. Por otro lado, los
resultados obtenidos en condiciones libres de Calcio nos muestran que la linea celular MCF-
7 en mas lenta en el aumento de Calcio y mas rapida en la disminucion, en comparacioén con
MCF-12F, debido quiza a la deficiencia de la proteina del RE llamada SERCa?", por lo que

es importante analizar mas detalladamente esta proteina.
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PERSPECTIVAS

A partir de los resultados y discusiones expuestos en el presente proyecto, las perspectivas
de trabajos futuros se orientan en dos direcciones. Por un lado, es importante analizar el tipo
de muerte celular que causan estos compuestos en las células. Parece ser que la muerte es
causada debido al proceso de apoptosis, sin embargo, se requiere hacer estudios especificos
para determinar esto. Por un lado, se podria utilizar la técnica de citometria de flujo, para la
deteccion de apoptosis o bien, analizar el aumento de la transcripcion de las proteinas de

apoptosis con el transcriptoma podria ser una solucion alternativa.

Por el otro lado, se requiere hacer el banco de cDNA de los primers que ya fueron disefiados
y con los cuales ya se cuenta en el laboratorio, con el objetivo de conocer la expresion de las

proteinas implicadas en el proceso de dinamica de Calcio.
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APENDICE

A continuacion, se muestra la serie metodologica que se requiere para continuar con el proyecto:

EXTRACCION DE ARN TOTAL

Por medio del protocolo Trizol (Tomado y modificado de (Simms et al., 1993)) se aislé el ARN
total. El reactivo Trizol es una soluciéon monofésica de fenol y tiocianato de guanidinio.
Durante la lisis celular, el reactivo mantiene la integridad del RNA. Las células se
mantuvieron en cultivo y se levantaron con el Tampon Fosfato Salino (PBS), el cual contiene
sales como cloruro de sodio, fosfato sddico, cloruro de potasio y fosfato de potasio. Se les
afnadio dicho buffer ya que su osmolaridad y concentracion de iones es muy semejante a la
del liquido extracelular, manteniendo un pH estable de 7.4. Posterior al suministro de PBS
las células se transfirieron a tubos y se centrifugaron para formar un pellet en el fondo del
tubo. Se afiadi6 ImL de Trizol, se incubd por 5 min a T°amb y se suministraron 0.2mL de
cloroformo (mezclando por inversion). Se incub6é a T°amb por 3min. Posteriormente se
centrifug6 a 13,000 rpm durante 15min. La fase acuosa resultante se transfirié a un tubo
nuevo adicionandole 0.5ml de isopropanol e incubando a T°amb por 10min. Se volvié a
centrifugar a 13,000 rpm durante 10min. El sobrenadante se descarto, se seco la pastilla de
ARN total y se resuspendié en 100uL. de agua previamente suministrada con inhibidor de

ARNasas.

CUANTIFICACION DE ARN TOTAL

El ARN se cuantifica por medio de un espectrofotdometro Nanodrop 1000 y para verificar la
integridad de la muestra se utiliza gel de agarosa para ARN, evitando asi la formacion de

estructuras secundarias y permitiendo observar la calidad de la muestra.

SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO POR RT-PCR
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Para realizar esta etapa del experimento se afiaden oligonucledtidos dT antisentido,
seleccionando a los ARNm que contienen la cola poliadenina, descartando aquellos que no
la tienen. Posteriormente se afiade la enzima M-MLV RT, una ARN reverso transcriptasa
(Promega TM). Se realiza la sintesis de ADNc, almacendndolo a una temperatura de -70°C.
Para la cuantificacion absoluta de ADN se requiere una RT-PCR. Se utiliza TagMan
Universal PCR Master Mix y TagMan assay para la realizacion de la PCR en tiempo real. Se
suministra ADN polimerasa acoplada a un flour6foro especifico, mismo que permite la
visualizacion de la duplicacion del material genético. Se va cuantificando a la par por medio
de la senal fluorescente. Los resultados que se obtengan de este paso se evaluaran por medio

de la metodologia de Kenneth et al 2001.

PCR CONVENCIONAL Y CUANTIFICACION DE ADN

La cuantificacion absoluta de los genes que codifican para las proteinas sensibles a calcio se
realiza por medio del ADNc previamente sintetizado. Se preparan tres reacciones usando los
oligos para las proteinas sensibles a calcio. Se afiade el Mix oligos y ADNc mezclando
ligeramente con el vortex, se coloca de la mezcla de reaccion en un capilar para separar por
peso molecular las secuencias de ADN. Light Cycler para realizar la corrida y obtener los

perfiles de expresion de proteinas.

SECUENCIACION

Se realiza la visualizacion de los resultados mediante un secuenciador automatico de 4
capilares ABI Prism-Avant. Para la preparacion de la placa que se introdujo al secuenciador,
se toma el marcador de peso molecular GeneScan 600 LIZ Size Standard v2.0 y se introduce
a cada uno de los orificios de la placa, junto a Hi-Di Formamide, una formamida altamente
desionizada que se utiliza para resuspender muestras antes de la inyeccion electrocinética en
sistemas de electroforesis capilar. Al introducirlas, se le afade la muestra que se va a analizar

y, posteriormente, se introduce la placa a la centrifuga de placas (2,000 rpm durante 30 seg)
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para, posteriormente introducir las placas preparadas al secuenciador. Finalmente, se realizé
la lectura a partir de la intensidad de sefial emitida por los respectivos fluor6éforos por

muestra.
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