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RESUMEN

La heterogeneidad tumoral conduce a la resistencia a la quimioterapia en el
tratamiento del cancer; asi, los esfingolipidos tienen un rol fundamental en el destino celular

y la sefializacion del estrés.

En este proyecto de tesis, se analiza el metabolismo de los esfingolipidos y el flujo
autofagico para estudiar las interacciones quimioterapéuticas en el modelo celular de cancer
de pulmén (A549) y de mama (MCF-7).

Se utilizaron células cargadas con un analogo de esfingomielina fluorescente
(BODIPY) y una sonda para rastrear el flujo autofagico (mCherry-EGFP-LC3B), con el fin
de evaluar la citotoxicidad cuando las células se exponen a quimioterapia (epirrubicina,
cisplatino y paclitaxel) junto con inhibidores de la via de los esfingolipidos y moduladores

de la autofagia.

Las células de cancer de mama MCF-7 no lograron mostrar internalizacion del
analogo fluorescente, por lo que se determiné que los resultados restantes del proyecto se

iban a generar Unicamente basados en las células A549.

El enfoque de modelo celular se baso en biosensores de esfingolipidos fluorescentes
y un modelo matematico de mezclas Gaussianas (GMM) del perfil de heterogeneidad celular
para mapear la influencia de la quimioterapia en la via de los esfingolipidos e inferir posibles

interacciones sinérgicas.

Los resultados mostraron sinergias significativas, especialmente cuando se combina
la quimioterapia epirrubicina con inductores de autofagia (rapamicinay torin), lo que reduce
la viabilidad celular. El cisplatino, otro farmaco quimioterapéutico, también tuvo sinergia
con un inhibidor de la ceramidasa. Por su parte, el agente anti-cancer paclitaxel mostro

principalmente efectos antagonicos.

El modelo de mapeo planteado sugiere que la combinacion de quimioterapias con

inductores de autofagia aumenta la formacion de vesiculas, posiblemente relacionadas con la

X



acumulacion de ceramida, lo que desencadena la muerte celular. Sin embargo, el modelo in
silico propuso la acumulacion de ceramida en los autofagosomas, y el analisis cinético
experimental proporciond evidencia de colocalizacion de esfingolipidos en los
autofagosomas. Es por lo anterior que, se requieren mas estudios para identificar los

esfingolipidos especificos que se acumulan en los autofagosomas.

Estos hallazgos ofrecen informacion sobre estrategias potenciales para superar la

resistencia a la quimioterapia dirigidos a la via de los esfingolipidos.

Palabras clave: cancer; via de los esfingolipidos; BODIPY; LC3/m-Cherry; sinergismos;

autofagia.
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ABSTRACT

Tumor heterogeneity leads to drug resistance in cancer treatment with the crucial role
of sphingolipids in cell fate and stress signaling. This thesis aimed to analyze the sphingolipid
metabolism and autophagic flux to study chemotherapeutic interactions on the A549 lung
cancer model and MCF-7 breast cancer model.

Loaded cells with fluorescent sphingomyelin analog (BODIPY) and mCherry-EGFP-
LC3B were used to track autophagic flux and assess cytotoxicity when cells are exposed to
chemotherapy (epirubicin, cisplatin, and paclitaxel) together with sphingolipid pathway
inhibitors and autophagy modulators.

The MCF-7 breast cancer cells failed to show internalization of the fluorescent
analog; thus, it was determined that the subsequent results of the project were going to be

generated based on the A549 cells only.

The cell model approach employed fluorescent sphingolipid biosensors and a
Gaussian Mixture Model of cell heterogeneity profiles to map the influence of chemotherapy

on the sphingolipid pathway to infer potential synergistic interactions.

Results showed significant synergy, especially when combining epirubicin with
autophagy inducers (rapamycin and torin), reducing cell viability. Cisplatin also synergized

with a ceramidase inhibitor. However, paclitaxel often led to antagonistic effects.

The mapping model proposed, suggests that combining chemotherapies with
autophagy inducers increases vesicle formation, possibly linked to ceramide accumulation,
triggering cell death. However, the in silico model proposed ceramide accumulation in
autophagosomes, and kinetic analysis provided evidence of sphingolipid colocalization in
autophagosomes. Further research is needed to identify specific sphingolipids accumulating

in autophagosomes.
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These findings offer insights into potential strategies for overcoming chemotherapy
resistance by targeting the sphingolipid pathway.

Keywords: cancer; sphingolipids pathway; BODIPY; LC3/m-Cherry; synergisms;
autophagy.
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MS: Ministerio de Salud de Costa Rica.

Myr: Miriocina, Inhibidor de serina palmitoil-transferasa (del inglés: Myriocin, serine

palmitoyltransferase inhibitor).

NADPH: Cofactor Nicotinamida-adenina dinucleétido fosfato (del inglés: Nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate).
NBD: Fluoréforo nitrobenzofurazan (del inglés: Nitrobenzofurazan).

NCI: Inhibidor de la ceramidasa neutra/alcalina (del inglés: Neutral/alkaline Ceramidase
Inhibitor).

NCI-60: Panel de lineas celulares de cancer del Instituto Nacional de Céancer, EE.UU (del

inglés: National Cancer Institute, EE.UU).

NIH: Instituto Nacional de Cancer del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (del

inglés: National Cancer Institute - National Institutes of Health).

ODE: Modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias (del inglés: Ordinary Differential

Equations).
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

P: Fagdforo (del inglés: Phagophore).

XiX



PAC: Paclitaxel.
pacCer: Ceramida bifuncional(del inglés: Photoactivatable and Clickable Ceramide).
pacFA: Acido graso bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable Fatty Acid).

pacGlu-Cer: Glucosilceramida bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable

Glucosyl-ceramide).

pacSM: Esfingomielina bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable

Sphingomyelin).
pacSo: Esfingosina bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable Sphingosine).

PDMP: Inhibidor de la glucosilceramida sintasa (del inglés: Glucosyl-ceramide synthase
inhibitor).

PI: Yoduro de propidio (del inglés: Propidium lodide).

PM: Membrana plasmatica (del inglés: Plasma Membrane).

RAP: Rapamicina (del inglés: Rapamycin).

RPMI: Medio de cultivo RPMI-1640 (del inglés: Roswell Park Memorial Institute medium).
S1P: Esfingosina 1- fosfato (del inglés: Sphingosine-1-phosphate).

S1PP: Esfingosina 1- fosfato fosfatasa (del inglés: Sphingosine-1-phosphate phosphatase).
SKI: Inhibidor de esfingosina quinasa Il (del inglés: Sphingosine kinase 1 inhibitor).

SL- Bif: Esfingolipido bifuncional (del inglés: Bifunctional Sphingolipids).

SL.: Esfingolipido(s) (del inglés: Sphingolipids).

SM: Esfingomielina (del inglés: Sphingomyelin).

SMasa: Esfingomielinasa (del inglés: Sphingomyelinase).

XX



SM-BOD: Anélogo de esfingomielina marcado con BODIPY (del inglés: Fluorescent
Sphingomyelin analog labeled with BODIPY).

So: Esfingosina (del inglés: Sphingosine).

SPA: Espautina-2 (del inglés: Spautin-2).

SPC: Esfingosil-fosforil colina (del inglés: Sphingosine phosphorylcholine).
SphK: Esfingosina quinasa (del inglés: Sphingosine kinase).

SPT: Serina palmitoil-transferasa (del inglés: Serine palmitoyltransferase).
TNBC: Cancer Triple Negativo (del inglés: Triple Negative Breast Cancer).
TOR: Torin-2.

TryPLE: Tripsina (del inglés: Trypsin).

UV: Ultravioleta.

WT: Forma “comtin” o “normal” de la poblacion celular (del inglés: Wild-Type).

XXi



CAPITULO I. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad compleja influenciada por mdltiples factores genéticos
y ambientales; se caracteriza por la replicacion descontrolada de células que tienen la
capacidad de invadir diferentes tejidos a través de metastasis. Las células cancerosas son
receptoras de sefiales que se transmiten al interior de la célulay al nucleo para modular genes
asociados con el aumento en la agresividad del tumor, angiogénesis, supervivencia o

proliferacion celular (1).

Este grupo de enfermedades posee opciones terapéuticas que incluyen cirugia,
radioterapia y quimioterapia. En el caso de las drogas quimioterapeuticas, estas son limitadas
principalmente por la resistencia y la heterogeneidad tumoral, que convierte al tumor en un
sistema robusto. La inestabilidad gendmica del cancer propicia la heterogeneidad
intratumoral, esto le confiere mayor robustez al tumor a través de la variabilidad en el patron
de resistencia a los medicamentos entre las células individuales, siendo la resistencia a la

quimioterapia el principal obstaculo para un tratamiento eficaz de los pacientes con cancer

2).

La heterogeneidad fenotipica de las células de cancer en cultivo predice la capacidad
de respuesta a la quimioterapia, dado que los patrones de heterogeneidad permiten separar
las poblaciones mas sensibles y resistentes (3). A pesar de que se ha observado una amplia
diversidad fenotipica, se ha logrado caracterizar la respuesta heterogénea de células

tumorales contra grupos de farmacos (4).

Aunqgue en la actualidad existen muchos farmacos prometedores para diferentes
blancos terapéuticos contra el cancer, la heterogeneidad tumoral contintia siendo una barrera

importante para determinar cudl es la terapia mas eficiente para cada paciente (5).

Lo anterior, explica que la célula se comporta como un sistema de red complejo e
interconectado donde las sefiales de estrés celular son transmitidas y sensadas por diferentes

vias. Por lo tanto, las alteraciones a vias enteras de sefializacion, en particular aquellas



altamente interconectadas con otras, representan sensores muy prometedores para reportar la

respuesta diferencial a la quimioterapia.

En particular, las interconversiones de los esfingolipidos (SL), que incluye: ceramida
(Cer), ceramida 1-fosfato (C1P), esfingomielina (SM), glucosilceramida (Glu-Cer),
esfingosina (So) y esfingosina 1-fosfato (S1P), son determinantes en el destino celular, la
progresion y la sensibilidad a los farmacos contra el cancer, como ha sido previamente
estudiado (6). Es por lo anterior que la modulacion de la via de los esfingolipidos puede ser

usada para generar estrategias de tratamiento y para combatir esta enfermedad (7).



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Céncer: generalidades y estadisticas

El cancer es una de las enfermedades que presenta mas altos indices de mortalidad
alrededor del mundo, siendo una carga importante para todos los sistemas de salud (8-10).

Esta enfermedad se asocia con el envejecimiento y el estilo de vida de la poblacion (11).

El cancer esta asociado con la proliferacion desregulada de células tumorales; en lugar
de responder adecuadamente a las sefiales que controlan el comportamiento celular normal,
las células cancerosas crecen y se dividen sin control (12). De hecho, las células cancerosas
pueden invadir tejidos y 6rganos normales y eventualmente diseminarse por todo el cuerpo
(12, 13). La inflamacion sistémica no especifica por metastasis es la principal causa de

mortalidad por cancer (9).

El cancer presenta méas de 200 variantes distintas que afectan a méas de 60 érganos del
cuerpo humano. En algunos casos, los individuos pueden tener tumores in situ que pueden
permanecer siempre inactivos; sin embargo, el 90% de todas las muertes relacionadas con el
cancer son causadas por metastasis. Las intervenciones terapéuticas generalmente s6lo son
efectivas en una etapa temprana del desarrollo del cancer. Por lo tanto, es fundamental
detectar tumores premalignos o premetastasicos cuando estan restringidos a un determinado
Organo para brindar un tratamiento eficaz y mejorar la probabilidad de sobrevida. Por lo
tanto, la deteccion temprana, sensible y eficaz del cancer que prevalece en diferentes 6rganos
a través de sus biomarcadores especificos es uno de los temas mas considerados de la

investigacion cientifica moderna en el tema (8).

Durante la dindmica de esta enfermedad, el céncer se vuelve cada vez maés
heterogéneo y, como resultado de esta heterogeneidad, el tumor podria incluir una coleccion
diversa de células que albergan caracteristicas moleculares distintas (4, 14). La
heterogeneidad celular confiere robustez al tumor frente a la quimioterapia, y esta propiedad
de la quimiorresistencia sigue siendo el principal obstaculo para el tratamiento eficaz de los

pacientes con cancer (2, 15).



Por su parte, la secuencia de ADN puede cambiar debido a errores de copia
introducidos por las ADN polimerasas durante la replicacion. La importancia del dafio y la
reparacion del ADN se hizo evidente porque los carcin6genos son mutagenos y provocan un
cambio en la secuencia del ADN (16). Por tanto, los carcindgenos se dirigen al material
genético, contribuyendo a la evolucion de las células cancerosas hacia fenotipos mas

malignos (17).

Cada afo, la Sociedad Estadounidense del Cancer estima el nimero de nuevos casos
de cancer y muertes en los Estados Unidos (EE.UU) y compila los datos mas recientes sobre
la aparicion y los resultados del cancer en la poblacion, utilizando datos de incidencia
recopilados por los registros centrales de cancer (hasta 2020) y datos de mortalidad
recopilados por el Centro Nacional de Estadisticas de Salud (hasta 2021). En 2024, se prevé
que se produciran 2.001.140 nuevos casos de cancer y 611.720 muertes por cancer en EE.UU.
La mortalidad por cancer siguié disminuyendo hasta 2021, evitando méas de 4 millones de
muertes desde 1991 gracias a la reduccion del tabaquismo, la deteccién mas temprana de
algunos canceres y mejores opciones de tratamiento tanto en el entorno adyuvante como en

el metastasico (18).

Estos avances se ven amenazados por la creciente incidencia de 6 de los 10 tipos
principales de cancer. Las tasas de incidencia aumentaron durante 2015-2019 entre un 0,6%
y un 1% anual para los canceres de mama, pancreas y cuello uterino y entre un 2% y un 3%
anual para los canceres orales asociados al virus del papiloma humano, cancer de prostata,
de higado, de rifion y melanoma. Las tasas de incidencia también aumentaron entre un 1%y
un 2% anual para el cancer de cérvix (entre personas de 30 y 44 afios) y colorrectal (<55
afios) en adultos jovenes. El cancer colorrectal era la cuarta causa de muerte por cancer tanto
en hombres como en mujeres menores de 50 afios a finales de los afios 1990, pero ahora

ocupa el primer lugar entre los hombres y el segundo entre las mujeres (18).

Segun los reportes mas recientes publicados el 1 de febrero de 2024 (Figura 1) por el
Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC) de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), 10 tipos de cancer representaron en conjunto alrededor de dos tercios de

los nuevos casos y muertes en todo el mundo en 2022; los datos incluyen 185 paises y 36



tipos de cancer. Al 2022, de los 10 tipos de cancer reportados como mas frecuentes, los
principales son cancer de pulmén, mamay colorrectal (19, 20).

El cancer de pulmon se reportd como el més frecuente en todo el mundo con 2,5
millones de nuevos casos, lo que representa el 12,4% del total de nuevos casos. En segundo
lugar, se reporto el cancer de mama femenino (2,3 millones de casos; 11,6%), seguido del
cancer colorrectal (1,9 millones de casos; 9,6%), el cancer de prostata (1,5 millones de casos;
7,3%) y el cancer de estomago (970 000 casos; 4,9%) (Figura 1-Al) (20).

Segun los reportes de OMS, el cancer de pulmén fue la principal causa de muerte por
cancer (1,8 millones de muertes, que representan el 18,7% del total de muertes por cancer),
seguido del cancer colorrectal (900 000 muertes; 9,3%), el cancer de higado (760 000
muertes; 7,8%), el cancer de mama (670 000 muertes; 6,9%) y el cancer de estobmago (660
000 muertes; 6,8%). La reaparicion del cancer de pulmén como el tipo més frecuente de esta
enfermedad se puede deber, probablemente, a la persistencia del consumo de tabaco en el
continente asiatico (Figura 1-A2) (19, 20).

Los datos publicados por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer a
febrero 2024, estiman que en 2022 hubo 20 millones de nuevos casos de cancer y 9,7 millones
de muertes (Figura 1-B1 y 1-B2). El nimero estimado de personas que estaban vivas a los 5
afios siguientes a un diagndstico de cancer era de 53,5 millones (Figura 1-B3). Las
estadisticas muestran que alrededor de 1 de cada 5 personas desarrollara cancer a lo largo de
su vida; aproximadamente 1 de cada 9 hombres y 1 de cada 12 mujeres mueren a causa de la
enfermedad (19).
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Figura 1. Clasificacion de incidencia y mortalidad del cancer. (A) Incidencia y Mortalidad
a nivel global. (A1) Incidencia de los diferentes tipos de cancer mas importantes a nivel
global, basado en el nuevo nimero de casos, todas las edades y ambos sexos. (A2) Mortalidad

de los diferentes tipos de cancer mas importantes a nivel global, basado en el nimero de



muertes, todas las edades y ambos sexos. (B) Incidencia, mortalidad y prevalencia a del
cancer a nivel continental. (B1) Incidencia de cancer segmentado por continente, basado en
datos de ambos sexos. (B2) indice de mortalidad del cancer a nivel continental, basado en
datos de ambos sexos. (B3) indice de 5 afios de prevalencia del cancer por continente, basado
en datos de ambos sexos. Fuente: adaptado de la pagina web Globocan 2022 de Global
Cancer Observatory de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (A, B) (20).

2.2 Céncer de pulmdn y mama: caracteristicas

En el desarrollo de esta tesis, se usaron dos tipos de lineas celulares: células de cancer
de pulmén (A549) y células de cancer de mama (MCF-7), por lo que, a continuacion, se

describiran las caracteristicas mas relevantes de los dos tipos de cancer.
2.2.1 Cancer de pulmo6n

Como se menciono anteriormente, el cancer de pulman es la principal causa de muerte
por cancer en todo el mundo (19). Las estimaciones muestran que 234.580 personas seran
diagnosticadas con enfermedad pulmonar en 2024 en EE.UU (21, 22).

Esto implica que, 1 de cada 16 personas sera diagnosticada con cancer de pulmon a
lo largo de su vida, especificamente: 1 de cada 16 hombres y 1 de cada 17 mujeres (Figura
2-A\); es decir, el cancer de pulmdn mata 3 veces mas hombres que el cancer de prostata en
todo el mundo y 3 veces mas mujeres que el cancer de mama en EE.UU (23).

El principal factor de riesgo ante el cancer de pulmon es el fumado, siendo
responsable del 80% de las muertes por esta enfermedad pulmonar. El 20% restante de los
diagnosticos por cancer de pulmaén son en personas que nunca han fumado, esto indica que

anualmente 46.000 personas no fumadoras pueden tener este diagndstico en EE.UU (24).

Otros factores de riesgo reportados son: asbestos, radiacién, aire contaminado,
metales (arsénico, cromo, cadmio), algunas sustancias quimicas organicas y la exposicion al
gas radon. Adicionalmente, los antecedentes familiares y los factores genéticos también
juegan un rol importante en el desarrollo de la enfermedad (23).
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Figura 2. Principales caracteristicas del cancer de pulmén. (A) Mortalidad del cancer de
pulmén en hombres y en mujeres. (B) Inversion estimada de financiamiento en investigacion
por muerte debido a cancer para el 2024. (C) Mortalidad anual estimada por cancer. (D)
Tratamientos contra el cancer avalados a lo largo de las décadas. Fuente: adaptado de la

pagina web Lung Cancer Research Foundation (A — D) (23).

Segun los datos reportados por la Fundacion de Investigacion de Cancer de Pulmon
de EE.UU 654.620 personas han sido diagnosticadas con cancer de pulmon en algun
momento de sus vidas. Se estima que se pierden 125.070 vidas anualmente por esta
enfermedad en EE.UU (Figura 2-B, (23).

Anualmente, el cancer de pulmén cobra tantas vidas como el cancer de mama,
pancreas y prostata combinados (Figura 2-B). No obstante, estos 3 tipos de cancer reciben,
en promedio, 3 veces més financiamiento para investigacion que el cancer de pulmoén (Figura
2-C, (21)). La investigacion conlleva mejores opciones de tratamiento y mayor sobrevida de

pacientes.

Aunque los datos parecen alarmantes, los avances en el tratamiento y la deteccion
temprana de la enfermedad han mostrado un constante descenso el nimero de nuevos

diagnosticos de cancer de pulmén y la tasa de mortalidad esta disminuyendo ain mas rapido



(Figura 2-D). Desde el 2006, la incidencia de casos diagnosticados ha disminuido un 2.5%

anual en hombres y un 1% anual en mujeres (23).
2.2.1 Cancer de mama

Segun The National Breast Cancer Foundation (EE.UU, 2024), el cancer de mama es
una enfermedad en la que se forman células malignas en el tejido mamario. Hay distintos
tipos de cancer de mama que pueden afectar tanto a hombres como a mujeres, los que
destacan (25):

1. Carcinoma Ductal In Situ (DCIS: Ductal Carcinoma In Situ): Es un tipo de cancer de
mama no invasivo, en el que se han detectado células anormales en el revestimiento
del conducto de leche materno. Es un carcinoma muy temprano y altamente tratable,
porque las células atipicas no se han diseminado fuera de los conductos. Es
importante la deteccion y tratamiento para evitar su propagacion al tejido mamario
circundante (Figura 3-A).

2. Carcinoma Ductal Invasivo (IDC: Invasive Ductal Carcinoma): Es un tipo de cancer
mamario invasivo, donde las células anormales se han dispersado de los ductos hacia
otras partes del tejido. Las células de cancer invasivas pueden diseminarse hacia otras
partes del cuerpo (Figura 3-B). El IDC es el tipo de cancer de mama mas comdn,
siendo responsable del 70 — 80 % de todos los diagnésticos de cancer de mama;
ademas, es el tipo de cancer de mama méas comun que afecta a hombres.

3. Carcinoma Lobular In Situ (LCIS: Lobular Carcinoma In Situ): Es una afeccion en
la que se encuentran células anormales en los I6bulos del tejido mamario y no se han
diseminado fuera de éstos. Es altamente tratable y no es comdn que ocurra cancer
invasivo; sin embargo, esta condicién potencia el riesgo de desarrollar cancer de seno.
A diferencia del DCIS, el LCIS no se considera cancer sino una condicion de la
mama.

4. Cancer Lobular Invasivo (ILC: Invasive Lobular Cancer): Es un cancer de mama
invasivo que inicia en los lobulos de la mama y se disemina al tejido normal
circundante; asimismo, puede propagarse a través del sistema sanguineo y linfatico a
otras partes del cuerpo. El ILC es el segundo tipo mas comun de cancer de mama

(mas del 10% de los canceres de mama son ILC) y, ademas es posible que no siempre
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aparezca claramente en una mamografia y sea necesario un estudio por resonancia
magnética.

Cancer Triple Negativo (TNBC: Triple Negative Breast Cancer): Este tipo de cancer
implica que el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico hormonal (HER2), los
receptores de estrogeno y los receptores de progesterona no estan presentes en las
celulas de cancer de mama. Dado que las células tumorales carecen de los receptores
necesarios, los tratamientos comunes como la terapia hormonal y los medicamentos
dirigidos al estrogeno, la progesterona y el HER2 son ineficaces. El tratamiento mas
eficaz para este tipo de cancer es la quimioterapia; de hecho, el cAncer de mama triple
negativo puede responder incluso mejor a la quimioterapia en las primeras etapas que
muchas otras formas de cancer.

Céancer de mama inflamatorio (IBC: Inflammatory Breast Cancer): Ocurre cuando
las células cancerosas se infiltran en la piel y los vasos linfaticos de la mama.
Representa del 1% al 5% de todos los casos de cancer de mama, se considera poco
comun y agresivo. Ademas, es mas dificil de diagnosticar que otros tipos de cancer
de mama y tiende a diseminarse mas rapidamente (Figura 3-C).

Céancer de mama metastasico (MBC: Metastatic Breast Cancer): Es la etapa 4 del
cancer de mama, indica que se ha propagado desde la ubicacion original en la mama
a otras partes del cuerpo. Se le llama metastasico cuando el cancer de mama recurre,
0 regresa, a otra parte del cuerpo meses o afios después del diagnostico y tratamiento
inicial del cancer de mama; cuando el primer diagndstico de cancer de mama es
metastasico, se denomina cancer de mama metastasico de novo (Figura 3-D).

El IDC representa el 85% de los casos de cancer de mama y suele propagarse hacia
huesos, pulmones, higado y cerebro. Por su parte, el ILC es responsable del 12% de
los canceres de mamay suele diseminarse a Utero, ovarios, estbmago, intestinos y, en

algunos casos, a cerebro.
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Figura 3. Tipos principales de cAncer de mama. (A) Carcinoma Ductal In Situ (DCIS: Ductal
Carcinoma In Situ). (B) Carcinoma Ductal Invasivo (IDC: Invasive Ductal Carcinoma) y su
diferencia con DCIS. (C) Cancer de mama inflamatorio (IBC: Inflammatory Breast Cancer).
(D) Céancer de mama metastasico (MBC: Metastatic Breast Cancer). Fuente: adaptado de la
pagina web National Breast Cancer Foundation (EE.UU, 2024) (A — D) (25).

Segun los reportes de la OMS, las células del cancer de mama comienzan dentro de
los conductos lacteos y/o los lébulos productores de leche de la mama. La forma mas
temprana (in situ) no pone en peligro la vida y puede detectarse en etapas tempranas. Las

células cancerosas pueden diseminarse al tejido mamario cercano (invasion), a los ganglios



12

linfaticos cercanos u otros 6rganos (hacer metastasis), creando bultos o engrosamiento de las

mamas Yy poniendo en riesgo la vida de la paciente (26).

Segun el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NIH: National Cancer
Institute), uno de los principales padecimientos en mujeres de EE.UU es el cancer de mama,
unicamente precedido por el cancer de piel. Los reportes indican que los padecimientos de
esta enfermedad incrementan a medida que las mujeres envejecen y, adicionalmente, el
cancer de mama suele ocurrir con mas frecuencia en mujeres de tez blanca que en mujeres
de tez morena; sin embargo, las mujeres de tez morena mueren de cancer de mama con mas

periodicidad que las mujeres blancas (27).

El cdncer de mama rara vez ocurre en hombres. Debido a que los hombres con cancer
de mama generalmente tienen un bulto que se puede palpar, es probable que las pruebas de
deteccidn no sean Utiles (27). Se estimé que, en 2023, hubo 2.800 nuevos casos de cancer de
mama invasivo en hombres. El riesgo de que un hombre sufra cancer de mama a lo largo de
su vida es de aproximadamente 1 entre 833; es decir, en EE.UU, menos del 1% de todos los

canceres de mama ocurren en hombres (28).

Anualmente, se ha reportado que el cancer de mama representa el 12,5% de todos los
nuevos casos anuales de cancer en todo el mundo, siendo el tipo de cancer mas comdn del
mundo. Solo en EE.UU, se ha reportado que el 30% de todos los casos nuevos diagnosticados
de cancer se asocia con cancer de mama en mujeres estadounidenses, cada afio; esto implica
que 1 de cada 8 (13%) mujeres estadounidenses desarrollan cancer de mama invasivo a lo

largo de su vida (28).

En el afio 2023, se estim6 que 297.790 nuevos casos de cancer de mama invasivo
fueron diagnosticados en mujeres estadounidenses, aunado a los 55.720 nuevos casos de
DCIS. No obstante, desde el afio 2000 se ha reportado una disminucion en las tasas de
incidencia del cancer de mama en EE.UU, asociado al uso de nuevas terapias como la terapia
de reemplazo hormonal (HRT). El cdncer de mama sigue siendo una de las principales causas
de muerte relacionada con el cancer en las mujeres de EE.UU, solo superada por el cancer

de pulmon (28).



13

Finalmente, la edad promedio de mujeres diagnosticadas con cancer de mama es 62
afios; esto se refiere a que, el 50% de las mujeres con cancer de mama son diagnosticadas
con la enfermedad antes de los 62 afios y el otro 50% se diagnostica después. Es menos
comun el diagnéstico de cancer de mama en mujeres mas jovenes: aproximadamente 1 de
cada 8 canceres de mama invasivos se diagnostica en mujeres con menos de 45 afios, mientras
que aproximadamente dos de cada tres cAnceres de mama invasivos se encuentran en mujeres
de 55 afios 0 més (18, 28).

2.3 Membranas celulares
2.3.1 Estructura y funcion de las membranas celulares

Las membranas celulares son cruciales para la vida celular. La estructura y la funcién
de las células dependen criticamente de las membranas, que no solo separan el interior de la
celula de su entorno, sino que también definen los compartimentos internos de las células

eucariotas, incluidos el nucleo y los organulos citoplasmaticos (Figure 4) (29, 30).

La membrana plasmatica (PM) encierra el contenido celular y mantiene las
diferencias esenciales entre el citosol y el ambiente extracelular. En el interior de las células
eucariotas, el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi, la mitocondria y otras organelas
poseen membranas que mantienen las caracteristicas diferenciales entre el contenido de cada

organelay el citosol (31).

Por otra parte, los gradientes ionicos a traves de membrana establecidos por la
actividad de proteinas de membrana especializadas pueden ser usadas para la sintesis de ATP,
para dirigir el movimiento transmembrana de solutos seleccionados o para producir y
transmitir sefiales eléctricas (como ocurre en células nerviosas y musculares). En todas las
células, la PM también contiene proteinas que actlan como sensores de sefiales externas,
permitiendo a la célula cambiar su comportamiento en respuesta a cambios ambientales,
incluyendo sefiales de otras células. Estas proteinas sensoras, transfieren la informacion a

través de membrana (31).



14

00000 000 860 lipid molecule

lipid protein molecules  (C)
(B)  molecule

Figura 4. Conformacion estructural de las membranas celulares. (A) Microscopia electrénica
de la membrana celular de un eritrocito, donde se evidencia la separacion del interior con el
exterior. (B) Vision bidimensional y (C) Vision tridimensional de la estructura de la
membrana celular y la disposicion general de los lipidos y proteinas que lo constituyen.
Fuente: tomado del libro Alberts et al. (2007) (31).

La formacion de membranas bioldgicas se basa en las propiedades de los lipidos, y
todas las membranas celulares comparten una organizacion estructural comun: bicapas de
fosfolipidos con proteinas asociadas, que se mantienen unidas por interacciones no
covalentes. Las membranas celulares son dindmicas, su estructura es fluida y la mayoria de
sus moléculas se mueven a nivel del plano de la membrana. La bicapa lipidica le da la
estructura fluida a lamembranay funciona como una barrera relativamente impermeable ante

el paso de moléculas solubles en agua.

Estas proteinas de membrana son responsables de muchas funciones especializadas:
receptores que permiten que la célula responda a sefiales externas, transporte selectivo de
moléculas a traves de la membrana, transporte de electrones, la fosforilacion oxidativa, entre
otras. Asimismo, las proteinas de membrana controlan las interacciones entre las células de
los organismos multicelulares (29) y desempefian un papel vital en las membranas bioldgicas,
ya que ayudan a mantener la integridad estructural, la organizacién y el flujo de material a

través de las membranas (32).
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Las proteinas transmembrana median las demas funciones de la membrana,
transportando moléculas especificas a través de esta o catalizando reacciones asociadas a la
membrana, como la sintesis de ATP (Adenosin Trifosfato). En la membrana plasmatica, las
proteinas transmembrana sirven de union estructural con conexion al citoesqueleto a través
de la bicapa lipidica hacia la matriz extracelular o a células adyacentes; otras funcionan como

receptores para detectar y traducir sefiales quimicas en el ambiente celular (31).

Los lipidos que constituyen las biomembranas, por su parte, contribuyen al menos al
50% de la masa total de la membrana, actian como reservas de energia y juegan un papel
relevante en la regulacion de diversas funciones celulares al actuar como moléculas de

sefializacion o como precursores de segundos mensajeros (1).

Los lipidos bioactivos presentes en las membranas bioldgicas incluyen a algunos SL,
como Cer, C1P, SM, So, S1P y Glu-Cer, los cuales presentan un papel importante en la
regulacion del crecimiento celular, la muerte, la senescencia, la adhesion, la angiogénesis y
el tréfico intracelular. Para descifrar los mecanismos de estas funciones celulares variadas,
es necesario comprender la via compleja del metabolismo de los SL y los mecanismos que
regulan la produccion y la funcién de los lipidos (33). Es por lo anterior que la regulacion de
la via de los SL es de gran importancia entre los investigadores para visualizar estrategias de

tratamiento contra el cancer.

Ademas de los diversos tipos de lipidos que se producen en las membranas bioldgicas
y las proteinas de membrana, los azlcares también son componentes importantes de su
estructura. Los azucares contribuyen a la estabilidad de la estructura biolégica y se
encuentran solo en un lado de la bicapa (en el espacio extracelular), unidos por enlaces

covalentes a algunos lipidos y proteinas (32).
2.3.2 Organizacion celular

Como se mencion6 anteriormente, la PM es un sistema complejo conformado por
maultiples especies de lipidos y proteinas de membrana (31). Estos compuestos, forman una
bicapa de aproximadamente 5 nm de ancho y, espacialmente, estos lipidos se distribuyen de

forma asimétrica en la bicapa. Adicionalmente, la membrana contiene organizaciones
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laterales enriquecidas en SL, colesterol y proteinas ancladas a glicosil-fosfatidilinositol
(GPI), en las llamadas “balsas lipidicas”. (34).

Los lipidos mas comunes a nivel de membrana son los glicerofosfolipidos (GPL); sin
embargo, la composicién de cada bicapa lipidica difiere segun el tipo de célula y la
distribucion en los tejidos. Los GPL estdn compuestos por cadenas de &cidos grasos
hidrofébicos unidos a diacilglicerol, generalmente estdn insaturados y centrados en la
membranay, presentan diversos grupos con cabezas hidrofilicas que constituyen la superficie
interna y externa de la membrana. Asimismo, los GPL también pueden actuar como anclajes
de almacenamiento para moléculas de sefializacion y sus precursores modulan las funciones

de las proteinas vecinas, como receptores y transportadores (30, 35).

Los esteroles, por su parte, son un subgrupo de esteroides compuestos de anillos
fusionados con colas de hidrocarburos y grupos hidroxilo, que existen principalmente como
colesterol en las células eucariotas. Estas moléculas se incorporan en bicapas lipidicas para
proporcionar estabilidad a la membrana y pueden ser transformadas en moléculas con

funciones biol6gicas, como las hormonas (35, 36).

Finalmente, los SL estan compuestos por cadenas de hidrocarburos N-acilo
generalmente largas y saturadas, una base esfingoide y un grupo principal. Pueden reconocer
sefiales ambientales y degradarse o sintetizarse segun las necesidades celulares,
desempefiando asi papeles cruciales en la transduccion de sefiales y la modulacion del
metabolismo celular (35, 36). De esta manera, la diversidad composicional de los lipidos de
membrana puede actuar como cddigos complejos o sefiales condicionales de las células y
estos diferentes patrones pueden modular funciones bioldgicas a través de las interacciones

de lipidos y proteinas, como moléculas y receptores de sefializacién interna y externa (30).
2.3.3 Via secretora

En las células eucariotas, las proteinas secretoras se translocan a través de la
membrana del reticulo endoplasmico (ER) hacia el lumen de forma cotraduccional a través
del complejo de translocacion (34). Las proteinas mal plegadas en el ER se transportan de

regreso al citosol y el proteosoma las degrada en un proceso denominado “degradacion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4891184/
https://www.nature.com/articles/s12276-023-01018-9
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asociada al ER”. Por su parte, las proteinas correctamente plegadas son transportadas a través
del aparato de Golgi y liberadas al espacio extracelular mediante vesiculas de la via secretora.

Las vesiculas especializadas también median el transporte desde Golgi hasta el ER (31).

Como se muestra en la Figura 5, la via secretora en términos de la via de los SL inicia
con la sintesis de Cer de novo en el ER, se transfiere directamente mediante transporte no
vesicular al trans-Golgi mediante la proteina de transferencia de Cer (CERT), para producir
principalmente SM. CERT presenta preferencias por especies de Cer con cadenas inferiores
a 22 carbonos. Por otra parte, una porcion pequefia de Cer sintetizada de novo se destina al
cis-Golgi para la sintesis de glucosilceramida (Glu-Cer). Solo la Cer de cadena muy larga
(24 carbonos) parece ser transportada vesicularmente al cis-Golgi a traves del compartimento
intermedio ER-Golgi (ERGIC). En cambio, las Cer mas cortas es probable que se transporten
por un mecanismo no vesicular desconocido al cis-Golgi para la sintesis de Glu-Cer. La Glu-
Cer se glicosila ain més mediante dos rutas diferentes de glicosilacion intra-Golgi, las cuales
involucran vias dependientes de la proteina FAPP2 vesicular y la via no vesicular. A través
de este procesamiento diferencial, la Glu-Cer se transforma finalmente en una serie de

complejos de glicoesfingolipidos (GSL) (37, 38).
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Figura 5. Via secretoria para esfingolipidos (SL). En primer lugar, las moléculas secretoras
son producidas por los ribosomas de la membrana del reticulo endoplasmico (ER). Las
vesiculas que contienen las proteinas brotan de la membrana del ER y viajan al aparato de
Golgi, que las dirige a su destino final: la membrana plasmatica (PM). La vesicula 'y la PM
se enganchan para fusionarse, liberando el contenido de la vesicula al exterior de la célula.
Fuente: adaptado de Funato et al. (2019) (37, 38).

2.3.4 Via endocitica

Las rutas endociticas de transporte facilitan la internalizacion de carga exdgena,
creando una red compleja de trafico intracelular (Figura 6). Se han identificado muchas vias
de entrada a las células, que varian en las cargas que transportan y en la maquinaria proteica
que facilita el proceso endocitico (39). La internalizacion inespecifica de grandes volumenes
de liquido (pinocitosis) ocurre en todas las células y, generalmente se desencadena por

estimulos externos como los factores de crecimiento (34, 40, 41).
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Las moléculas son captadas del exterior de la célula mediante vesiculas endociticas
que se fusionan con los endosomas tempranos. Los receptores de membrana se reciclan hacia
la membrana plasmatica por medio de endosomas de reciclaje. Los endosomas tempranos
maduran para dar lugar a endosomas tardios. Las vesiculas de transporte que llevan las
hidrolasas acidas desde la red trans-Golgi, se fusionan con los endosomas tardios, los cuales
se transforman en lisosomas tras adquirir un complemento completo de enzimas lisosémicas.
Las hidrolasas acidas se disocian del receptor de manosa-6- fosfato cuando las vesiculas de
transporte se fusionan con los endosomas tardios y estos receptores regresan de nuevo a la
red trans-Golgi (34, 38).

Phagocytosis Macropinocytosis

Particl Clathrin- Caveolin-
article dependent dependent Clathrin- and caveolin-
endocytosis endocytosis independent pathways

O O
| o

Figura 6. Vias de entrada a la célula. Las particulas grandes pueden captarse mediante

.l. Caveolin

.
!

Lysosome

fagocitosis, mientras que la captacion de liquidos se produce mediante macropinocitosis.
Ambos procesos parecen desencadenarse y depender de la remodelacion de la membrana
plasméatica (PM) mediada por actina a gran escala. En comparacion con las otras vias
endociticas, el tamafio de las vesiculas formadas por fagocitosis y macropinocitosis es mucho
mayor. Numerosas cargas pueden endocitarse mediante mecanismos que son independientes
de clatrina (la proteina de cubierta) y de dinamina (la enzima Guanosina Trifosfatasa
(GTPasa) de fision). La mayoria de las cargas internalizadas se entregan al endosoma

temprano a través de vesiculas (vesiculas recubiertas de clatrina o caveolina) o intermedios
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tubulares (conocidos como transportadores independientes de clatrina y dinamina (CLIC))
que se derivan de la PM. Algunas vias pueden transitar primero hacia compartimentos
intermedios, como el caveosoma o los compartimentos endosémicos tempranos enriquecidos
con la proteina anclada de glicosil-fosfatidilinositol (GEEC), en la ruta hacia el endosoma

temprano. Fuente: tomado de Mayor y Pagano (2007) (41).

2.4 La via de los esfingolipidos

Los SL son moléculas bioactivas y componentes esenciales de todas las membranas
eucariotas (42), suelen sintetizarse en el ER a partir de precursores no esfingolipidos (43).
En general, los SL comprenden una amplia gama de lipidos complejos en los que el
componente de mayor importancia es una base de cadena larga o esfingoide, que esta unida

a un &cido graso a través de un enlace amida, como se puede observar en la Figura 7 (43).

r § 0 h h hh

Sphingosine Sphingosine-1- Ceramide Ceramide-1- Sphingomyelin Glucosylceramide
phosphate phosphate and
glycolipids

Figura 7. Estructura de los esfingolipidos (SL) mas relevantes. Por simplicidad, solo se

muestra un tipo de base esfingoide (esfingosina (So), en azul), un solo tipo de acido graso
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(&cido palmitico, en rojo) acilado en el grupo amino, un glicoesfingolipido- GSL
(glucosilceramida (Glu-Cer), en negro). Fuente: tomado de Futerman y Hannun (2004) (44).

La modificacion de esta estructura basica en los SL es lo que da lugar a la vasta familia
de SL que juegan un papel importante en la biologia de la membrana y proporcionan muchos
metabolitos bioactivos que regulan la funcion celular (43).

El area mejor definida de la biologia de los SL es el metabolismo, ya que se han
determinado la mayoria de las vias bioquimicas de sintesis y degradacion mediante las
enzimas involucradas (45). Las primeras biosintesis de SL implicaron la formacion de la base
esfingoide seguida de la union de un acido graso para generar dihidroceramida; en eucariotas
hay interconversion para generar Cer, que a su vez sirve como precursor de la SM y otros SL
complejos que se forman mediante la adicion de sustituyentes especificos en la posicion C1,
unido al grupo hidroxilo (Figura 7). La descomposicién de los SL complejos se produce por
degradacidn gradual, que da como resultado la formacion de Cer, que en si misma se degrada
por la accion de una familia de ceramidasas para regenerar las bases esfingoides. Estas bases

sirven como sustratos para las esfingosina quinasas que forman S1P (43, 44).

El metabolismo de los SL puede regularse en mdltiples niveles, incluso a través del
control de la expresion enzimatica, las modificaciones postraduccionales y los mecanismos
alostéricos. Algunos de estos niveles de regulacion son especificos del tipo de célula, ya sea
para controlar cudl es el SL que se sintetiza durante las diferentes etapas del metabolismo

celular o en respuesta a sefiales especificas (44).

La sintesis de Cer en las células se produce en el ER; como la naturaleza hidrofébica
de la Cer impide su transferencia espontanea a través del citosol (46), debe viajar desde el
ER hasta el aparato de Golgi mediante mecanismos facilitados; se demostrd que esto ocurre
tanto por transporte vesicular como no vesicular (Figura 5). Por su parte, la SM y los GSL
complejos se sintetizan en el aparato de Golgi (Figura 8) (44). Adicionalmente, segun Bionda
et al (2004), la SM y otros SL se encuentran en el nucleo y en las mitocondrias (Figura 8;

(47)), y no solo en las depresiones de la membrana del ER (44).
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Figura 8. Rutas metabdlicas y los sitios intracelulares donde ocurren algunas de reacciones
de interconversion de esfingolipidos (SL). La topologia es incierta particularmente para las
reacciones que ocurren en el nucleo y las mitocondrias. Los bloques de construccién de
lipidos estan codificados por colores de acuerdo con las estructuras que se muestran en la

Figura 7 Fuente: tomado de Futerman y Hannun (2004) (44).

Considerando la funcién de los SL como segundos mensajeros en los espacios intra y
extracelulares, es esencial monitorear la sintesis 0 descomposicion de los SL y las actividades
enzimaticas relacionadas con los SL para comprender la transduccion de sefiales y los estados
de las células (48, 49) (Figura 9). La SM, la Cer y otros lipidos, se aglomeran para formar

balsas lipidicas asimétricas pero equilibradas a través de la membrana celular (30).
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Figura 9. Metabolismo de los esfingolipidos (SL) a nivel celular. Los SL, como componentes
de las membranas celulares y subcelulares, pueden sintetizarse mediante enzimas en serie
(via de novo) y también pueden degradarse de esfingomielina (SM) y ceramida (Cer) a SL
mas pequefios (via residual (salvage pathway)) como moléculas de sefializaciéon. Fuente:
tomado de Lee et al. (2023) (30).

La Cer es un SL importante, altamente concentrado en la PM y puede generarse
mediante sintesis de novo a partir de palmitoil-Coenzima A (palmitoil-CoA) y L-serina por
medio de reacciones secuenciales de serina palmitoiltransferasa (SPT), ceramida sintasa
(CerS) y dihidroceramida desaturasa en el nivel citosolico del ER (Figura 9). Cuando este SL
se transfieren al aparato trans-Golgi, los lisosomas y la PM desde el ER, la Cer puede
interconvertirse en SM mediante la esfingomielina sintasa (codificada por el gen SGMS) vy,
de esta forma, la SM aumenta gradualmente su concentracidn para generar la mayoria de los
SL de la PM, los cuales responden a sefiales ambientales como precursores de segundos

mensajeros en los procesos de sefializacion (50). Por el contrario, la Cer puede restaurarse
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mediante la hidrélisis de SM por diferentes esfingomielinasas (SMasas) en diferentes
ubicaciones celulares (48-50). Aunqgue la Cer puede actuar como una molécula bioactiva de
sefializacion en una variedad de respuestas fisiologicas, pueden degradarse en So y luego
transformarse en S1P mediante la accion de la ceramidasa y esfingosina quinasas (SphK),
respectivamente, o ser fosforiladas por ceramida quinasa (CerK) para generar C1P (51-53).
En un circuito de retroalimentacion negativa, C1P puede inhibir la actividad de SMasa y

SPT, bloqueando la acumulacion excesiva de Cer (54, 55).

Por el contrario, la Cer se puede recuperar de C1P mediante la fosfatasa C1P y S1P,
mientras que la So se recupera mediante la fosfatasa S1P y CerS, en lo que se conoce como
via residual (salvage pathway), disminuyendo la produccion excesiva de sus metabolitos (48,
53). De manera independiente de la SMasa, la SM se puede degradar a esfingosil-fosforil
colina (SPC) y luego transformarse en S1P mediante las acciones de la esfingomielina
desacilasa y la autotaxina (ATX), la Gltima de las cuales es un ectonucleétido pirofosfatasa
(fosfodiesterasa con actividad lisofosfolipasa D), originalmente identificado como un factor

regulador de tumores para la supervivencia y la proliferacion (Figura 9) (30, 56).

En la Figura 10, se muestra otro esquema de visualizacién de la via metabolica de SL,
en la cual se detallan las enzimas y las especies lipidicas en cada etapa, con sus respectivas

estructuras.

Como se menciond anteriormente, la biosintesis de SL puede generarse mediante la
sintesis de novo o la via residual (salvage pathway). A continuacién, una breve descripcién

de las rutas (como complemento a la Figura 9):
2.4.1 Sintesis de novo

Inicia en el ER con la condensacién del aminodcido L-serina y un acil-graso
(palmitoil-CoA), la cual produce 3-cetodihidroesfingosina mediante la SPT. La 3-
cetodihidroesfingosina se reduce al aminoalcohol, esfinganina (dihidroesfingosina) mediante
la 3-cetodihiroesfingosina reductasa (KDSR) dependiente del cofactor nicotinamida-adenina
dinucleotido fosfato (NADPH) (57).
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La esfinganina se puede transformar en tres derivados distintos: el primero es la
esfinganina-1-fosfato, que se genera mediante la fosforilacion dependiente de ATP por la
SphK; el segundo derivado es la fitoesfingosina (4-hidroxiesfinganina), que permite la
adicion de un grupo hidroxilo en C4 mediante la dihiroesfingosina hidroxilasa (58);
finalmente, el tercer derivado de la esfinganina es la formacion de dihidroceramida, con la
enzima dihidroceramida sintasa (conocida como CerS), la cual cataliza la union de un grupo
acil-graso CoA mediante un enlace amida al grupo amino libre de la esfinganina (59). La
dihidroceramida producida, es deshidratada por la dihidroceramida desaturasa para generar
Cer (57, 60-63).

2.4.2 Via residual (salvage pathway)

Los SL complejos, como SMy otros GSL, se degradan parcialmente y sus respectivos
componentes se reciclan para formar Cer en lo que se conoce como via de rescate o residual
(salvage pathway). La hidrélisis de SM produce Cer y fosforilcolina mediante enzimas
SMasas y se conoce como “via de la esfingomielinasa”. Los GSL complejos, se transportan
desde la PM a lo largo de rutas endociticas hasta los lisosomas, donde son degradados por

enzimas especificas con la ayuda de proteinas accesorias (64).

Los GSL complejos también se pueden reciclar para reformar Cer mediante la
hidrélisis gradual de unidades de carbohidratos, dejando finalmente un GSL simple como la

Glu-Cer; luego, la glucocerebrosidasa (GBA) convierte la Glu-Cer en Cer.

Tras la eliminacion de los restos de glicano, el producto restante es Cer, que luego es
desacilada por ceramidasas, produciendo So y un acido graso libre. La So se produce
exclusivamente en la via de rescate mediante la hidrdlisis de SL complejos y Cer. La
fosforilacion de la So por las esfingosinas quinasas (SphK1 y SphK2) produce S1P.
Alternativamente, la So puede transportarse al ER, donde es reutilizada para la formacion de

Cer mediado CerS y la posterior produccién de SL complejos (57, 61).
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Figura 10. Via metabdlica de esfingolipidos (SL) mediados por la sintesis de novo y la via
residual (salvage pathway). Se muestra un esquema resumido de las vias de biosintesis que
pueden producir ceramida (Cer), incluida la via de novo (flechas rojas) y la via residual
(flechas verdes). Todas las bases esfingoideas estan representadas en azul. La via de novo
comienza con la sintesis de la base esfinganina y termina con la desaturacion de Cer. La
esfinganina también es capaz de producir fitoesfingosina o esfinganina-1-fosfato. La via de
recuperacion consta de dos rutas: hidrélisis de esfingomielina (SM) y reciclaje de
glicoesfingolipidos (GSL). La SM se convierte en Cer mediante la hidrolisis de

fosforilcolina. Los componentes de los GSL complejos también se pueden reciclar para
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formar la Cer mediante la hidrélisis gradual de unidades de carbohidratos, dejando finalmente
un GSL simple como glucosilceramida (Glu-Cer), donde la enzima glucocerebrosidasa
(GBA) convierte la Glu-Cer en Cer. Abreviaturas en la figura: SPT: serina
palmitoiltransferasa;  GSL:  glicoesfingolipido; SM:  esfingomielina; aSMasa:
esfingomielinasa &cida; Glu-Cer: glucosilceramida; GBA: glucocerebrosidasa; CoA: acil
coenzima-A; CoA SH: coenzima A; SphK; esfingosina quinasa; CerS: ceramida sintasa.
Fuente: adaptado de Quinville et al. (2021), Kitatani et al. (2007) y Kroll et al. 2020 (57,
61, 62).

Por otra parte, segun los resultados expuestos por Molina et al. (2018), se model¢ el
destino metabolico de un andlogo de SM con sonda BODIPY (SM-BOD) agregado a las
células y se obtuvo unatopologia de red de la via de los SL reducida al conjunto de reacciones
que pueden considerarse dentro de las observables de la configuracion experimental

propuesta (Figura 11) (65).

Cer_GolgiOut

Cer_Golgiln

Glu-Cer

Figura 11. Modelo matematico del destino metabélico de un analogo de esfingomielina

(SM) marcado con sonda BODIPY (SM-BOD) ajustado a datos experimentales basados en



28

perturbaciones (65). Abreviaturas en la figura: SM: esfingomielina; PM: membrana
plasmatica; Cer: ceramida; Lys: lisosoma; C1P: ceramida 1-fosfato; GW: inhibidor de la
esfingomielinasa neutra; D609: inhibidor de esfingomielina sintasa; Des: inhibidor de la
esfingomielinasa &cida y ceramidasa acida; CKI: inhibidor de ceramida quinasa; NCI:
inhibidor de la ceramidasa neutra/alcalina; ACI: inhibidor de la ceramidasa &cida; SKI:
inhibidor de esfingosina quinasa Il; FB1: inhibidor de ceramida sintasa; Myr: Inhibidor de
serina palmitoil-transferasa; PDMP: inhibidor de la glucosilceramida sintasa; S1P:
esfingosina 1-fosfato; So: esfingosina; ER: reticulo endoplasmico; Glu-Cer:
glucosilceramida. Cajas verdes: presencia de fluorescencia. Cajas blancas: ausencia de
fluorescencia. Cajas magenta: inhibidores de la via de los esfingolipidos (SL). Fuente:
tomado de Molina et al. (2018) (65).

La explicacion del modelo de la via de los SL expuesto por los autores se describe a
continuacion: en la Figura 11 se observan cajas verdes que indican que hay presencia de
fluorescencia, cajas blancas que indican ausencia de la fluorescencia y cajas magenta que son
los inhibidores estudiados de la via de los SL. Iniciando con la interconversion de SM en la
PM a Cer en el lisosoma, se observa que la fluorescencia permanece; si la Cer-lys se
metaboliza a So, se hipotetiza que el &cido graso que contenia el grupo BODIPY fluorescente

seria removido, lo cual implica la pérdida de fluorescencia (caja blanca) (65).

Por su parte, si la Cer es transportada al aparato de Golgi y es metabolizada a Glu-
Cer, se hipotetiza que la adicion de una molécula de glucosa a la Cer genera que la molécula
de Glu-Cer sea altamente polar, de manera que termina atravesando la membrana, por lo cual

se pierde la fluorescencia (Figura 11) (65).

Finalmente, la ruta en la que la SM-PM es metabolizada a Cer en el mismo
compartimento celular y luego se metaboliza a So, se cree que la fluorescencia es removida
debido a la pérdida del grupo &cido graso con el sensor BODIPY fluorescente, segun el
estudio publicado por Molina et al. (2018) (65).
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Dentro del modelo matematico que describe la via de los SL, se incluyeron los
criterios: i) la reaccion es perturbada por un inhibidor conocido de la via SL, ii) la reaccion
involucra un sustrato o producto que conserva el grupo fluorescente BODIPY en su acido

graso (65).

2.5 Inhibidores de la via de los esfingolipidos: Uso clinico

Los SL se modifican en mdltiples tipos de cancer y son responsables de la
proliferacion, progresion y metastasis tumoral. La mayor parte de las estrategias terapéuticas
contra el cancer han sido las combinaciones de farmacos convencionales basadas en
quimioterapia, permitiendo un mayor auge de las terapias dirigidas y personalizadas para

mejorar sinérgicamente las respuestas clinicas (66).

A continuacion, se describen los usos clinicos que se han reportado para cada uno de
los inhibidores estudiados en este proyecto:

GW: inhibidor de la esfingomielinasa neutra

Este inhibidor se esta estudiando como una herramienta terapéutica potencial contra
el cancer debido a su papel en la via de los SL, regulando importantes procesos celulares

como la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y la respuesta al estrés celular (67).

El uso clinico de GW aun esta en fases experimentales y se requiere mas investigacion
para definir las condiciones Optimas para su uso, asi como para identificar tumores
especificos que respondan mejor a esta estrategia. Ademas, debido a que los SL tienen roles
clave en mdaltiples funciones celulares normales, es crucial garantizar que el uso de GW no

cause efectos adversos significativos en células sanas (68).

D609: inhibidor de esfingomielina sintasa

La esfingomielina sintasa es la enzima responsable de la conversién de Cer en SM y
su inhibicion puede tener efectos profundos en la homeostasis de los SL, alterando la
proliferacion celular, la apoptosis y otros procesos importantes en la progresion tumoral (69).
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Aungue D609 es una herramienta prometedora en el contexto del cancer, su uso
clinico aun presenta algunos desafios importantes. Uno de los principales obstaculos es
garantizar que el aumento de Cer ocurra de manera selectiva en las células cancerosas sin
afectar significativamente a las células sanas, ya que la Cer también desempefia funciones
importantes en la homeostasis celular normal (70). Ademaés, la complejidad de la via de los
SL y el crosstalk con otras rutas metabolicas clave requiere un conocimiento més detallado

de los efectos especificos en distintos tipos de tumores.

Se han reportado estudios preclinicos y algunos ensayos clinicos tempranos para
evaluar la eficacia y seguridad de los inhibidores de la esfingomielina sintasa en varios tipos
de cancer. No obstante, aiin es necesario realizar mas investigaciones para optimizar su uso

y minimizar los efectos adversos en tejidos sanos (71).

Des: inhibidor de la esfingomielinasa 4cida y ceramidasa acida

Las enzimas de la esfingomielinasa &cida y la ceramidasa &cida juegan roles clave en
la regulacion de los niveles de Cer; la manipulacion de estas enzimas puede tener efectos
importantes en la supervivencia de las células tumorales y su respuesta a terapias

anticancerigenas (72-74).

El uso de Des a nivel clinico busca modular los niveles de Cer y S1P para influir en
el comportamiento de las células cancerosas. Los inhibidores de estas enzimas pueden
aumentar la acumulacion de Cer y reducir la produccion de S1P, favoreciendo la apoptosis y

reduciendo la proliferacion celular (74).

Estudios han reportado que el uso de Des es particularmente Util en combinacién con
otras terapias anticancerosas, como la quimioterapia, la radioterapia y los inhibidores de otras
vias metabolicas. Al manipular los niveles de Cer y S1P, estos inhibidores pueden aumentar

la susceptibilidad de las células tumorales a la muerte celular inducida por estas terapias (75).

Un desafio clave es lograr que Des actle de manera selectiva en las células tumorales
sin afectar a las células sanas, ya que Cer y otros SL también estan involucrados en procesos

celulares normales y su alteracion excesiva puede causar efectos adversos.
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Actualmente, se estan llevando a cabo estudios preclinicos y clinicos para evaluar la
eficacia de Des en varios tipos de cancer, incluyendo leucemias, linfomas y tumores sélidos
como el cancer de mama y de pulmon (73). Estos estudios exploran cémo la manipulacién
de la via de los SL puede mejorar los resultados del tratamiento, especialmente en

combinacion con otras terapias dirigidas.

CKI: inhibidor de ceramida quinasa

La CerK convierte la Cer en C1P, un lipido bioactivo implicado en varios procesos
celulares importantes, incluyendo la proliferacion, la supervivencia, la inflamacion y la
migracion celular, por lo tanto, manipular esta enzima puede afectar directamente el

comportamiento de las células cancerosas (76).

CKI reduce la produccién de C1P y, por lo tanto, busca interrumpir las sefiales de

proliferacion y supervivencia que benefician a las células cancerosas(77).

El uso de CKI se encuentra en las primeras etapas de investigacion. Los estudios
preclinicos en modelos animales y celulares han mostrado resultados prometedores en la
reduccion de la proliferacién tumoral, la sensibilizacion a la quimioterapia y la disminucion
de la metastasis en varios tipos de cancer, incluidos el cancer de mama, pulmon y pancreas

(78, 79). Sin embargo, es crucial evaluar su eficacia y seguridad en humanos.

NCI: inhibidor de la ceramidasa neutra/alcalina

La ceramidasa neutra y la ceramidasa alcalina juegan un papel importante en la
regulacién de los niveles de Cer y otros SL bioactivos que participan en la proliferacion
celular, la apoptosis y la migracion celular, por lo que el uso clinico de NCI es un érea de

investigacion en crecimiento (80).

La implementacion de NCI en clinica puede ser una estrategia terapéutica eficaz para
aumentar los niveles de Cer en las células tumorales, desencadenando apoptosis y

ralentizando la progresion del cancer (81).

Un desafio clave en el desarrollo de NCI es lograr que estos compuestos actlien

especificamente en las células cancerosas sin afectar negativamente a las células sanas, que
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también dependen del equilibrio entre Cer y S1P para su funcionamiento normal. La
selectividad es crucial para minimizar los efectos adversos y maximizar la eficacia del

tratamiento (82).

El uso de NCI aun estan en etapas preclinicas, pero los estudios en modelos animales
han mostrado resultados prometedores, reduciendo la proliferacion tumoral y mejorando la
respuesta a la quimioterapia. Estos estudios estan evaluando la eficacia de NCI en varios

tipos de cancer, incluidos el cancer de colon, pulmén, mamay prdéstata (83).

ACI: inhibidor de la ceramidasa acida

La ceramidasa 4cida es una enzima clave en el metabolismo de los SL, responsable
de la degradacién de Cer en So, que puede ser fosforilada para producir S1P. Este equilibrio
entre Cer y S1P es critico, ya que la Cer tiene propiedades pro-apoptoticas, mientras que el
S1P favorece la supervivencia y proliferacion celular. Por lo tanto, el uso de ACI puede

aumentar los niveles de Cer y promover la muerte celular en tumores (84).

Aunque el desarrollo de ACI aln se encuentran en las fases preclinicas de

investigacion, algunos compuestos prometedores han sido identificados:

e LCL521: Este ACI ha mostrado efectos prometedores en estudios preclinicos al
aumentar la acumulacion de Cer y promover la apoptosis en células tumorales.
También ha mostrado sinergia con drogas quimioterapéuticas en estudios de cancer
de mama (85).

e Carmofur: Aunque originalmente fue desarrollado como un agente
quimioterapéutico, se ha descubierto que también es un inhibidor de la ceramidasa
acida. Se ha reportado que carmofur puede aumentar los niveles de Cer y potenciar

la muerte celular en ciertos tipos de tumores (86).

Se requieren mas investigaciones para asegurar su seguridad y efectividad, asi como
para identificar las mejores combinaciones terapeuticas y los tipos de cancer en los que estos

inhibidores serian mas Utiles (87).
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SKI: inhibidor de esfingosina quinasa Il

Existen dos isoformas principales de la SphK: SphK1y SphK2, las cuales fosforilan
la So para producir S1P. La manipulacion de esta enzima a través de inhibidores puede
reducir el crecimiento tumoral, inducir apoptosis y limitar la capacidad de las células

cancerosas para sobrevivir y diseminarse (52).

Los SKI tienen el potencial de combinarse con otras terapias que también acttian sobre
la via de los SL, como los inhibidores de la ceramidasa o los moduladores de la Cer,

aumentando la eficacia del tratamiento (52).

Varios inhibidores de esfingosina quinasa estan en fases de investigacion preclinica

y clinica. Algunos ejemplos incluyen:

e SKI-Il'y FTY720 (Fingolimod): Son inhibidores de SphK que han mostrado eficacia en
modelos preclinicos de cancer, al reducir los niveles de S1P y aumentar la apoptosis en
células tumorales (88, 89).

e ABC294640 (Opaganib): Es un inhibidor de SphK2 que ha avanzado a ensayos clinicos
para el tratamiento de canceres como el carcinoma hepatocelular y el cancer de préstata.
Este compuesto también esta siendo evaluado en combinacién con otros agentes

quimioterapéuticos (90).

Algunos inhibidores de esfingosina quinasa, como el Opaganib, estdn siendo
evaluados en ensayos clinicos para diversos tipos de cancer, incluyendo cancer de prostata y
cancer de pancreas. Los resultados preliminares sugieren que estos inhibidores son bien
tolerados y pueden mejorar la respuesta a la quimioterapia. Aunque se necesita mas
investigacion para optimizar su eficacia y minimizar los efectos adversos, estos inhibidores
tienen el potencial de mejorar el tratamiento del cancer, particularmente en combinacién con

terapias convencionales como la quimioterapia y la radioterapia (88, 91).

FB1: inhibidor de ceramida sintasa

El inhibidor de la CerS es una enzima clave en la via de los SL, es una estrategia que

ha despertado interés en la investigacion oncoldgica. La CerS cataliza la sintesis de Cer
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involucrada en la regulacion de la apoptosis, la diferenciacion celular, la senescencia y la

respuesta al estrés celular (92).

Algunos estudios preclinicos han mostrado que el uso de FB1 puede mejorar los
resultados de las terapias contra el cancer. En modelos animales, los inhibidores de CerS han
demostrado reducir el crecimiento tumoral y limitar la migracion celular. Sin embargo, estos

estudios estan en etapas tempranas y atn no han sido trasladados a ensayos clinicos (93).

Myr: Inhibidor de serina palmitoil-transferasa

La SPT es la enzima que cataliza el primer paso y el mas determinante en la
biosintesis de los SL, especificamente la SPT es responsable de la condensacién de serina 'y
palmitoil-CoA para formar 3-cetoesfinganina, que es un precursor de los SL (94).

Hasta el momento, Myr estd principalmente en fases preclinicas. Los estudios en
modelos animales y en lineas celulares han mostrado algunos resultados prometedores, pero
todavia no se han realizado ensayos clinicos significativos (95). Las investigaciones se

centran en dos enfoques principales:

e Eldesarrollo de moléculas que puedan bloquear la actividad de SPT de manera selectiva.
e La exploracion de como Myr puede usarse junto con quimioterapias o radioterapias

existentes para mejorar su eficacia.

PDMP: inhibidor de la glucosilceramida sintasa

El uso clinico de PDMP en la via de los SL para combatir el cancer es una estrategia
terapéutica enfocada en interrumpir la sintesis de SL complejos. La glucosilceramida sintasa
es una enzima clave, ya que busca convertir Cer en Glu-Cer. Este paso es fundamental para
la formacion de ganglidsidos y otros GSL, que juegan roles importantes en la biologia celular,

como la sefializacion, proliferacion y diferenciacion (96).

El uso de PDMP permite blogquear la conversién de Cer a Glu-Cer, aumentando la
acumulacién de Cer y promoviendo la apoptosis en las células tumorales (97). Existen varios

inhibidores de este tipo en investigacion preclinica y clinica:
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e Eliglustat: Este inhibidor de glucosilceramida sintasa, aprobado para el tratamiento de la
enfermedad de Gaucher (una enfermedad de almacenamiento de SL), esta siendo
evaluado por su capacidad para potenciar la quimioterapia en ciertos tipos de cancer (96,
98).

e Venglustat: Otro inhibidor de glucosilceramida sintasa en desarrollo, orientado a
enfermedades lisosomales, que esta siendo investigado en estudios preclinicos para

determinar su capacidad de revertir la resistencia a la quimioterapia en canceres (99).

Algunos resultados preliminares han sido prometedores, mediante dosis
combinatorias con quimioterapias; sin embargo, se necesitan mas estudios para comprender

completamente su eficacia y seguridad en el tratamiento del cancer (100).

2.6 Resistencia a la quimioterapia y esfingolipidos

Los SL son moléculas clave para la homeostasis celular, que funcionan como
componentes estructurales de las membranas bioldgicas y participan en la transduccion de
sefiales y la fisiologia celular (101). EI metabolismo de los SL se produce en varios
compartimentos celulares que implican reacciones catalizadas principalmente por enzimas
integrales periféricas o de membrana (Figura 9) (102). Ademas, la via de los SL se considera
como un sensor de estrés de amplio rango capaz de transducir sefiales de estrés de diferentes
tipos (quimioterapia, radiacién, infecciones, ligandos de la muerte, citocinas) (103) a muchas
otras vias, incluidas la apoptosis intrinseca y extrinseca, la autofagia, ciclo celular y
metabolismo del calcio (104).

Con lo anterior, estudios recientes han demostrado que los SL tienen multiples
funciones celulares, mas alla del papel estrictamente estructural en la funcién celular. Se
destaca el papel de los SL en los procesos de sefializacion celular, en funciones como
moléculas bioactivas asociadas tanto a la muerte celular como a la sobrevida de las células,
también en otras respuestas celulares implicadas con la inflamacion y la proteccion contra

patdgenos asociados a procesos oncogénicos (62).
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Segun Kroll et al. (2020), muchos tumores muestran una desregulacion del
metabolismo de los SL y, se ha demostrado que el perfil de desregulacion de SL es (til para
determinar la presencia de un tumor y a su vez, la susceptibilidad a diversos tratamientos
quimioterapéuticos y la determinacion de las caracteristicas metastasicas de las neoplasias
malignas. Es por lo anterior que, se ha hecho evidente la importancia de comprender el
metabolismo y el perfil de los SL en la clinica para diagndsticos y tratamientos anticancer
(62).

La homeostasis entre estos SL, independientemente de su sitio de origen, es relevante
porque las composiciones de SL transformados y selectivamente sesgados pueden decidir el
destino de las células, como el mantenimiento (muerte, sobrevida y proliferacion), la
renovacion, senescencia, diferenciacién, migracion o retencion, respuestas inmunitarias y
metabolismo celular, y estas células colectivamente forman tejidos, 6rganos y sistemas de

organos y, en Gltima instancia, determinan la vida del organismo (105-107).

La comprension de la dindmica de los SL puede contribuir a mejorar la respuesta a
los farmacos quimioterapéuticos mediante la manipulacion del destino celular (2, 4). Segun
diversos estudios, los SL como la So y la Cer tienden a favorecer la sefializacion de
mecanismos de muerte celular, lo cual ha sido sugerido como potenciales propiedades
antitumorales (induccion de muerte celular programada y anti-proliferacion) (103, 108);
mientras que S1P, C1P y Glu-Cer promueven mecanismos de supervivencia, favoreciendo
las actividades protumorales (supervivencia, proliferacion, invasion, resistencia a
multidrogas) (1, 33, 109). En la Figura 12 se muestran las estructuras de las moléculas
lipidicas que juegan roles fundamentales en la definicion del destino celular.
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Figura 12. Estructura quimica de los principales esfingolipidos (SL) con funciones
bioactivas de muerte y sobrevida celular. (A) Estructura general de los SL, compuestos
principalmente por una base esfingoide y un acido graso. (B) Estructura de la ceramida (Cer):
un &cido graso de cadena larga unido a la esfingosina (So) mediante un enlace amida. (C)
Estructura de la So. En los mamiferos, la So (principalmente C-18) es la principal base
esfingoide. (D) Estructura de la esfingosina-1-fosfato (S1P). (E) Estructura de la ceramida-
1-fosfato (C1P). (F) Estructura de la glucosilceramida (Glu-Cer). Los derivados fosforilados
(Cy E), se obtienen por accion de las respectivas quinasas sobre la So y la S1P. So y Cer son
inductores de muerte celular (B y D), mientras que S1P, C1P y Glu-Cer promueven la
sobrevida celular. Fuente: adaptado de Pralhada Rao et al. (2013) y Kroll et al. (2020) (A —
F) (62, 63).

Estos SL de actividades antagonicas se pueden interconvertir mediante reacciones
que estan estrictamente reguladas, estableciendo asi lo que se conoce como “redstato de SL”,
cuya manipulacion se ha propuesto como un enfoque prometedor para la terapia tumoral
(110, 111). Pequefios cambios en la regulacion del redstato podrian dictar el destino celular,
haciendo de la via de los SL un medio para inducir la muerte de las células de cancer (Figura
13) (65).



38

Apoptosis | {———— ——> Cell survival
/\/\/W\/\/w Ceramidase H OH SphK HOH o
AT e = A/\/\/\/\/\/\/SCOH P— /\/\/\/\/\/\/\/’%{\%‘OP‘O"
\/\/\/\/\/\/\/\3r Ceramide H,N H S1PP HN H
synthase
Ceramide Sphingosine Sphingosine-1-phosphate

Figura 13. Reostato de esfingolipido (SL). El balance entre la sobrevida y la muerte celular
(apoptosis) en la via de SL es controlada por cuatro enzimas principales: esfingosina quinasa
(SphK), esfingosina-1-fosfato fosfatasa (S1PP), ceramidasa y ceramida sintasas (CerS). El
incremento de Cer desencadena que el redstato se regule hacia apoptosis y, el incremento
hacia precursores apoptoticos (como S1P) desencadena que el redstato se regule hacia
sobrevida. Fuente: tomado de Kroll et al. (2020) (62).

Estudios previos han identificado la desregulacion de los SL en diversas neoplasias
malignas en conjunto con drogas quimioterapéuticas. Un hallazgo importante es que, aunque
la Cer se convierte directamente en S1P, una pequefia conversion en la Cer celular aumenta
exponencialmente el nivel de S1P, por lo que el redstato es un equilibrio delicado y critico
que controla el destino celular (33). Por ejemplo, en pacientes con cancer de prostata, los
niveles de S1P y SphK1 se han identificado como biomarcadores altamente sensibles y
especificos. EI aumento de los niveles plasmaticos circulantes de S1P y el aumento de la
actividad de SphK1 se correlacionaron significativamente tanto con el grado de diagnéstico
del cancer de prostata como con el pronostico (112). Se demostré que los pacientes con
carcinoma hepatocelular tenian un aumento de SphK1/2 en comparacién con los pacientes
no cancerosos Yy, un aumento de SphK1 especificamente se asocié con un peor pronostico
(53, 62).

Ademas, se han identificado alteraciones en el metabolismo de la Cer como
mecanismos moleculares muy importantes para la resistencia a la quimioterapia. Por
ejemplo, el aumento de los niveles de Glu-Cer se ha asociado con resistencia a multiples

farmacos (113, 114). Muchos modelos experimentales de estas alteraciones relacionadas con
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la sensibilidad o la resistencia a los medicamentos han ayudado a dilucidar cémo las sefiales
de estrés ejercidas por diferentes farmacos quimioterapéuticos o ligandos de la muerte son
detectadas y transducidas por diferentes reacciones enzimaticas dentro de la via de los SL
(115). Por lo tanto, se ha propuesto que las estrategias quimioterapéuticas se disefien para
considerar las interacciones dirigidas a aumentar los niveles de Cer mediante los tratamientos
con multidrogas para superar la resistencia (116, 117) o mediante la intervencion directa

sobre las enzimas de la via de los SL (79, 110).

Por consiguiente, la via de sefializacion de los SL es un sistema biologico complejo
capaz de integrar diferentes tipos de sefiales de estrés celular y generar fenotipos dindmicos
relacionados con la induccion de vias de muerte celular (103). Aunque la via de los SL es
bien conocida en la literatura, los efectos de la quimioterapia sobre la sefializacién asociada
con la via de los SL y sus relaciones cuantitativas de la muerte o supervivencia celular no
estan claros. Es por lo anterior, que se ha sugerido el uso de un analogo de SL fluorescente
para revelar algunas propiedades basicas de esta via y para comprender las conexiones entre

las perturbaciones quimioterapéuticas y el destino celular (65).

2.7 Esfingolipidos con sonda BODIPY

El metabolismo de los SL produce componentes clave de la membrana (por ejemplo,
SM) y una variedad de lipidos de sefializacion con diferentes funciones bioldgicas. La
actividad coordinada de decenas de enzimas diferentes mantiene los niveles y la localizacién
adecuados de estos lipidos con funciones clave en los procesos celulares (118). El
metabolismo anormal de los SL se asocia con varias enfermedades, como el céancer, la
diabetes, los trastornos metabdlicos y las enfermedades neurodegenerativas, como el
Alzheimer. Sin embargo, el estudio directo de los SL se ha visto obstaculizado por su
presencia ubicua en las células y su complejo metabolismo. En las ultimas décadas, los
esfuerzos se han centrado en la creacion de sondas sintéticas y herramientas quimicas para

estudiar la ruta metabolica de los SL y descifrar sus funciones en la biologia celular (119).
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Los lipidos son los compuestos estratégicos para la obtencion de imagenes, debido a
su alta concentracion en las membranas celulares. Es por esto que se han desarrollado
herramientas que permiten el uso de lipidos en imagenes a nivel celular, para observar el
trafico de lipidos entre organulos y visualizar los limites de los lipidos con alta resolucion
espacial. Se han disefiado analogos de SL marcados con fluor6foros y se utilizan
ampliamente como sondas de lipidos para estudiar la localizacion subcelular y el
metabolismo de SL mediante microscopia de fluorescencia. Las imagenes en tiempo real y
el seguimiento de SL marcados con fluorescencia proporcionan informacion sobre las

actividades biolodgicas de los lipidos en un entorno natural (119, 120).

Lipsky y Pagano (121, 122) fueron pioneros en la investigacion sobre la localizacion
de SL en compartimentos celulares utilizando un analogo de Cer fluorescente, C6-NBD-Cer,
con el cual pudieron observar la distribucién intracelular del andlogo y su metabolito,
obteniendo informacion sobre el metabolismo de la Cer. Desde entonces, las sondas de SL
marcadas con varias opciones de fluor6foros como nitrobenzofurazan (NBD), boro-
dipirrometeno (BODIPY), rojo Nilo y polienos (123), que difieren en estructura quimica y

propiedades espectrales (119).

Los analogos de SL marcados con BODIPY (como BODIPY 540 Sph), una sonda de
SL con fluordforos de longitud de onda mas larga, fue disefiada para evitar interferir con la

proteina fluorescente verde (GFP), cuya emision se superpone con lade BODIPY (119, 124).

Los SL analogos a SM fluorescente (SM-BOD) se pueden usar como una herramienta
para monitorear la actividad de la via de los SL en células individuales. De hecho, los
analogos de SL fluorescentes se han utilizado ampliamente en estudios de transporte de SM

y la caracterizacion de su metabolismo (125).

La implementacion de un analogo de SM acoplado quimicamente con el grupo
fluorescente BODIPY es usual como sensor para monitorear la respuesta celular a
perturbaciones conocidas y a drogas quimioterapéuticas. Este método de estudio de la via de
los SL se realiza mediante imagenes analizadas para extraer parametros de forma, tamafio,
textura, intensidad de la fluorescencia de cada célula, entre otros; dichos parametros se

utilizan para identificar subpoblaciones con algoritmos matematicos de modelos de mezclas
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Gaussianas (Gaussian Mixture Models -GMM), ya reportados para el estudio de
heterogeneidad en cancer (3). La clasificacion de las células en estas subpoblaciones permite

caracterizar el patron de heterogeneidad basal y sus cambios ante diversas perturbaciones.

Dentro de las ventajas de este método de estudio de la via de los SL se incluye la
similitud en el comportamiento al compararlo con el SL enddgeno, el desarrollo de una
estrategia para inferir el mecanismo de perturbaciones desconocidas comparadas con otras
conocidas, la decodificacion de las alteraciones utilizando un modelo matematico hibrido
(modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODE) y modelo de l6gica difusa (FLM)) que
relaciona diferentes especies de la via de SL con viabilidad celular para generar hipétesis de
perturbaciones dobles que permitan superar la resistencia a quimioterapia (3).

Pese a las ventajas de estos sensores, el uso de andlogos de SL acoplados a grupos
voluminosos fluorescentes como BODIPY presenta una limitacion, ya que el efecto estérico
de este grupo altera la actividad biol6gica del SL comparado con el SL endégeno (126) y
esto se traduce en limitaciones como sensor de respuesta celular (Figura 14).
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Figura 14. Estructura del analogo de esfingomielina fluorescente (SM-BOD). El lipido
fluorescente analogo a esfingomielina (SM) unido al fluor6foro BODIPY, el grupo
voluminoso y de anillos aromaticos que se encuentra a la izquierda de la figura. Fuente:
tomado de ThermoFisher® (127).

Debido a que los analogos fluorescentes de SL contienen fluoroforos voluminosos de
diferente hidrofobicidad, es probable que no sean los mejores emuladores de sus contrapartes

naturales. Por ejemplo, difieren en términos de la permeabilidad de su membrana y no son
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facilmente reconocidos por la maquinaria celular involucrada en el metabolismo y el trafico
de lipidos. Estos cambios pueden causar problemas con la precision de la localizacién de las
sondas de SL (128). Por lo tanto, los andlogos de SL marcados con fluorescencia
proporcionan informacién limitada sobre el metabolismo endogeno de SL. Para abordar esta
limitante, los cientificos utilizan analogos de SL minimamente modificados que pueden
acoplarse a fluoréforos mediante reacciones quimicas de click después de ingresar a la célula
y desarrollan enfoques innovadores para detectar SL endogenos (119). Sin embargo, para
este estudio, se limitd al uso de la sonda BODIPY para el analisis de imagenes por

microscopia de fluorescencia.

2.8 Autofagia y su relacion con el metabolismo de esfingolipidos

La autofagia es un proceso de degradacion intracelular, que esté altamente conservado
entre todos los eucariotas (129). En este proceso, las células reciclan materiales intracelulares
para mantener la homeostasis en diferentes contextos celulares. En condiciones basales
previene la acumulacién de proteinas y organulos dafiados; durante la inanicion, la autofagia

proporciona a las células suficientes nutrientes para sobrevivir (130).

En general, la via de degradacion autofagica incluye cinco pasos esenciales: (1) la
formacion de una estructura de doble membrana (también denominada membrana de
aislamiento), (2) encapsulacion de la carga intracelular, (3) formacion del autofagosoma (AP)
maduro, (4) fusion con un lisosoma, y (5) degradacion lisosomal de la carga (Figura 15).
Cada uno de estos pasos esta regulado y es efectuado por una serie de proteinas relacionadas
con la autofagia (131), las cuales, forman complejos y tienen funciones propias en el proceso
de autofagia (129).
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Figura 15. Esquema general de la (macro) autofagia en eucariotas. Los autofagosomas (AP)
son vesiculas de doble membrana formadas por la expansion de una membrana de
aislamiento (o fagoforo) alrededor del material citoplasmatico seleccionado o en masa. La
fusion de la membrana externa con un lisosoma (en azul) es en Ultima instancia, responsable
de la liberacion de enzimas lisosomales entre las membranas interna y externa y de la
degradacion de la membrana interna y su contenido. A partir de la fusion con lisosomas, los

AP se convierten en autolisosomas. Fuente: tomado de Varela et al. (2024) (132).

El proceso inicia con la creacion de una estructura de doble capa conocida como AP
(133), mediante la formacion de una "membrana de aislamiento™ o fagéforo. El origen de la
membrana inicial sigue siendo desconocido, aunque las fuentes potenciales podrian incluir
el ER, el compartimento intermedio ER-Golgi, los endosomas, la membrana celular externa
o incluso las mitocondrias (134). EI mecanismo exacto por el cual el fagéforo se agranda y
evoluciona hacia el AP sigue siendo dificil de comprender. Para que el AP crezca, las
membranas deben adherirse, fusionarse y recibir lipidos de las membranas del donante (135).
A medida que el fagoforo toma forma, los componentes celulares destinados a la degradacion
comienzan a acercarse a él. En ultima instancia, el AP se sellay, cuando se fusiona con un

lisosoma, las enzimas lisosomales descomponen su materia interna (Figura 15) (132).

Ademas de estas funciones ya descritas de los SL, se ha identificado que algunos SL
como Cer, S1IP o los gangliosidos promueven la autofagia en varias lineas celulares

cancerosas. La evidencia actual respalda la idea de que la induccién de la muerte celular
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autofagica puede detener la tumorogénesis. Es interesante sefialar que algunos agentes
quimioterapéuticos utilizados para el tratamiento de neoplasias hematoldgicas desencadenan

la produccion de SL endogenos con efectos pro-autofagicos (130).

Debido a la implicacion de la autofagia en muchas enfermedades, existe un gran
interés en identificar farmacos que puedan usarse para manipular la autofagia con fines
terapéuticos. Un paso importante hacia este objetivo es establecer ensayos y sistemas de
deteccion donde el flujo autofagico pueda medirse de forma rapida y precisa en respuesta a
los farmacos. El flujo autofagico se refiere al proceso completo de autofagia ya descrito

anteriormente (Figura 15) (136).

Segun Hudeshagen et al. (2011), el uso de sondas fluorescentes en tandem con
sensibilidad diferencial al pH permite diferenciar los efectos sobre la actividad lisosomal de

los efectos sobre la formacion de autofagosomas para modular la autofagia (137).

Para la modulacion de la actividad autofagica se emplea la proteina marcadora de
autofagia LC3, la cual es un homdélogo (mamifero) de la proteina ATG8 de levadura, una
proteina semejante a la ubiquitina que se lipida y se asocia estrechamente con las membranas
autofagosoémicas. Adicionalmente, la proteina LC3 es relevante en procesos de autofagia
selectiva, mediante la eliminacion de componentes intracelulares como agregados de

proteinas, organulos y patégenos (136, 138).

Hundeshagen et al. (2011), indican que la cuantificacion de AP se puede realizar
mediante la fusién de sondas fluorescentes en tandem: mCherry insensible a los acidos, y
GFP (proteina verde fluorescente) sensible a los &cidos (137). Con estas sondas se mide la
intensidad fluorescente cuando se someten células ante activadores e inhibidores de autofagia
para medir la formacion de autolisosomas y su degradacién en una poblacién celular (Figura
16) (136, 137).
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Figura 16. Rastreo del flujo autofagico con double-tagged LC3B. Mediante una fusién en
tdndem de las sondas mCherry y GFP con LC3B (uno de los varios miembros de la familia
LC3 de mamiferos) para generar una sonda sensible al pH que permite monitorear la
autofagia en células vivas. La sonda GFP es sensible a los acidos, mientras que la sonda
mCherry no lo es. EI LC3 con doble etiqueta (double-tagged LC3B) permite el marcaje de
AP, anfisomas y autolisosomas. En los AP, ambas sondas emiten luz fluorescente que da
como resultado una fluorescencia amarilla. Sin embargo, la fusién de AP con endosomas
tardios o lisosomas, da como resultado anfisomas o autolisosomas acidos donde se pierde la
fluorescencia verde de la GFP. Posteriormente, la fluorescencia roja de mCherry se pierde
cuando se degrada la proteina LC3B con doble etiqueta (double-tagged LC3B). Fuente:
tomado de Hansen y Johansen (2011) (136).

Es posible monitorear la via autofagica debido al bajo pH del autolisosoma, la
fluorescencia verde de GFP (sensible a los &cidos) se pierde al fusionarse el autofagosoma
con el lisosoma, pero la fluorescencia roja de mCherry (insensible a los &cidos) no se pierde

hasta que las proteinas se degradan en el autolisosoma. (136, 137).
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2.9 Usos del marcador de autofagia LC3-GFP-m-Cherry en la investigacion de

terapias contra el cancer

Los farmacos quimioterapéuticos son la estrategia méas utilizada contra el cancer, a
pesar de provocar multiples efectos adversos y tener bajas respuestas con una tasa promedio
de supervivencia de los pacientes a 5 afios del diagnostico. Con el fin de implementar nuevas
terapias, se han desarrollado investigaciones previas que abordan la posibilidad de asociar la
regulacion del proceso metabdlico de la autofagia y la exposicion de patrones moleculares

asociados al dafio (DAMP) involucrados en la muerte celular inmunogénica (ICD) (139).

Para esto, se valida la capacidad de un sensor recombinante en tandem con mCherry
y GFP (m-Cherry — GFP) unido a la proteina LC3 para responder ante cambios dindmicos
del flujo metabdlico autofagico al exponerlo a estimulos externos y demostrar que tanto los
niveles basales de autofagia como la respuesta a diversos moduladores de esta via son
fluctuantes entre diferentes lineas celulares, explorando la sinergia de estas combinaciones

en términos de citotoxicidad e ICD en lineas celulares de cancer (139).

Segun Quiros-Fernandez et al. (139), las sinergias reportadas son complejas y
variables en diferentes lineas celulares; sin embargo, las estrategias de modulacion reportadas
para mejorar la respuesta a la quimioterapia indican un potencial terapéutico prometedor de
la regulacion del metabolismo autofagico para superar la resistencia a la quimioterapia

mediante la activacion de ICD.



47

CAPITULO I11. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

3.1 Justificacion del Proyecto de Investigacion

Segun los reportes del Registro Nacional de Tumores, de la Direccion de Vigilancia
de la Salud del Ministerio de Salud de Costa Rica (MS) y del Instituto Nacional de Estadistica
y Censos de Costa Rica (INEC), anualmente se diagnostican mas de 11500 casos de tumores
en Costa Rica y el cancer ocasiona la muerte a mas de 5000 costarricenses cada afio (140).
Latendencia es que la incidencia de esta patologia va en aumento, y actualmente se considera
que es la segunda causa de muerte en la poblacion adulta de Costa Rica precedido por las

enfermedades cardiovasculares.

Se han implementado pruebas basadas en ensayos de cultivo in vitro para la
personalizacion de la quimioterapia contra el cancer, en los cuales las células tumorales son
expuestas a diferentes drogas quimioterapéuticas para determinar la viabilidad celular que se
correlaciona con el grado de resistencia, con el fin de obtener el perfil de resistencia o
sensibilidad para cada paciente. No obstante, aunque estos ensayos tienen valores predictivos

altos, omite la heterogeneidad celular dentro de los tumores (4).

Por lo anterior, se propone monitorear los diversos aspectos celulares relacionados
con la respuesta a la quimioterapia en células individuales, incluyendo sensores del
metabolismo de SL (141). La importancia de este proyecto radica en identificar las
combinaciones de drogas quimioterapéuticas y perturbaciones (inhibidores de la via de los
SL y moduladores de la autofagia) que puedan tener un efecto sinérgico para evaluar el
destino celular con un enfoque terapéutico en modelos celulares de cancer de pulmén y

mama.

Asimismo, se pretende estudiar el metabolismo de los esfingolipidos para identificar
patrones de heterogeneidad del tumor como sensor de respuesta a la dindmica de SL, el flujo
autofagico y la citotoxicidad, como estrategia para la terapia personalizada de cancer,

orientada por ensayos de quimiosensibilidad tumoral in vitro.
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La propuesta de investigacion planteada permite comprobar el potencial de los SL
como sensores de respuesta a la quimioterapia y como sensores capaces de evaluar los
mecanismos de accion de drogas desconocidas para el descubrimiento de potenciales

aplicaciones terapéuticas que permitan superar la resistencia a la quimioterapia.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo General

Evaluar las interacciones quimioterapéuticas con inhibidores de la via de
esfingolipidos y moduladores de la autofagia en un modelo celular de cancer de pulmoén
(A549) y mama (MCF-7) marcado con un analogo de esfingomielina fluorescente (SM-
BOD) y el sensor recombinante LC3/m-Cherry (mCherry-EGFP-LC3B) para monitorear el
metabolismo de esfingolipido, el flujo autofagico y la citotoxicidad, mediante microscopia

de fluorescencia.
3.2.2 Objetivos Especificos

3.2.2.1 Realizar un ensayo celular en presencia de perturbaciones simples y dobles de
tratamiento quimioterapéutico, moduladores de la autofagia e inhibidores de la via de
los esfingolipidos para cuantificar la citotoxicidad en las lineas celulares de cancer de
pulmén y mama (A549 y MCF-7, respectivamente), mediante microscopia de

fluorescencia.

3.2.2.2 Cuantificar la fluorescencia en un modelo celular de cancer de pulmén y mama (A549
y MCF-7) marcado con un analogo de esfingomielina fluorescente (SM-BOD) y
elaborar un pipeline de analisis de imagenes para caracterizar la respuesta celular a

perturbaciones a la via de esfingolipidos y al flujo autofagico.

3.2.2.3 Evaluar el comportamiento de las interacciones entre las quimioterapias,
moduladores de la autofagia e inhibidores de la via de esfingolipidos en un modelo
matematico de mezclas gaussianas (GMM) para plantear un modelo topolégico del

destino metabdlico del analogo fluorescente (SM-BOD).
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3.2.2.4 Comprobar experimentalmente la presencia de interacciones sinérgicas entre la via
de los esfingolipidos y la autofagia, que estimulan la formacion de autofagosomas en

las lineas celulares, mediante microscopia de fluorescencia.
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

La metodologia que se describe en esta seccion se basa en una publicacion previa
(Quiros et al. (2018) y Molina et al. (2018)) que ha sido adaptada para el procedimiento de

las lineas celulares A549 de cancer de pulmon y MCF-7 de cancer de mama (65, 125).

4.1 Cultivos celulares
4.1.1 A549 wild-type (A549 — WT)

Para evaluar la cinética de la via de los esfingolipidos y la interaccion esfingolipido-
proteina, se cultivaron células A549 — WT de un carcinoma humano de pulmon procedente
del panel NCI — 60. Las células de cancer de pulmoén se cultivaron en medio RPMI (1640
Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU) suplementado con 10% de suero de
fetal bovino (FBS Gibco, Life Technologies, Eugene, OR, EE.UU), 1% de penicilina,
estreptomicina y anfotericina B (Anti-Anti Gibco, Life Technologies, Roskilde, Denmark) y
1% L-alanina-L-glutamina (GlutaMAX Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY,
EE.UU). El cultivo se incub6 a 37 °C (5% COy) y la disociacion de células adheridas se
realizd con tripsina (TryPLE™ Express Gibco, Life Technologies, Roskilde, Denmark) por

un maximo de ocho pasajes celulares, para evitar la seleccion de subpoblaciones (65, 142).
4.1.2 MCF-7 wild-type (MCF-7— WT)

Adicionalmente, del panel NCI-60 se cultivo la linea celular MCF-7-WT de cancer
de mama en medio RPMI (1640 Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU)
suplementado con 10% de suero de fetal bovino (FBS Gibco, Life Technologies, Eugene,
OR, EE.UU), 1% de penicilina, estreptomicina y anfotericina B (Anti-Anti Gibco, Life
Technologies, Roskilde, Denmark) y 1% L-alanina-L-glutamina (GlutaMAX Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, EE.UU). El cultivo se incubd a 37 °C (5% CO2) y la
disociacién de células adheridas se realiz6 con tripsina (TryPLE™ Express Gibco, Life
Technologies, Roskilde, Denmark) (65, 142).
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4.2 Preparacion de las células de cancer con la tincion fluorescente SM-BOD
4.2.1 Siembra de células de cancer de mamay pulmén (MCF-7— WT y A549 — WT)

La cinética fluorescente del sensor SM-BOD (BODIPY FL C5 SPHINGOMYELIN
Molecular Probes, Invitrogen™, Eugene, OR, EE.UU) en las células de cancer de mama y
pulmén se evalu6 usando una placa de cultivo de 96 pozos en la que se sembré un volumen
de 100 pL/pozo de la suspension de células (A549 — WT y MCF-7 — WT) con un contenido
de 1.5 x10° células/mL. Después, a la placa se le adicionaron 100 uL/pozo de tratamiento
(inhibidores de la via de los esfingolipidos y quimioterapias) o medio de cultivo (controles)
y se incubo por un periodo de 24 horas a 37 °C y 5% COg, para promover la adhesion celular
(142, 143).

4.2.2 Medio de tincion

Posterior al tiempo de incubacion, se removio el medio de cultivo de los pozos de la
placa de 96 hoyos y se agregd a cada pozo 50 uL. de RPMI no suplementado (0% FBS, 1%
anti-anti, 1% GlutaMAX) con 2 uM de la sonda SM-BOD y 3,8 pg/mL de Hoechst para tefiir
los nicleos celulares (Molecular Probes, Life Technologies, Eugene, OR, EE.UU). Esta
tincion se incubo por 10 min a 37 °C y 5% CO. y posteriormente, se realizaron dos lavados

con 100 puLL de medio RPMI no suplementado, para evitar la sobretincion celular (142).
4.2.3 Medio de lectura

Seguidamente, se afiadio a la placa de cultivo 50 uLL de medio de lectura: medio RPMI
suplementado con 1% FBS (1% FBS, 1% anti-anti, 1% GlutaMAX) y 0,02 mg/mL de yoduro
de propidio (PI, Molecular Probes, Life Technologies) para evaluar la muerte celular.

Las condiciones de concentracion de SM-BOD, Hoeschst, FBS y PI en el medio de
tincién y medio de lectura, fueron previamente estandarizadas para obtener imagenes de alta

definicion en el microscopio de fluorescencia y reducir al minimo el ruido de fondo (143).
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4.2.4 Tratamientos y controles

Se disefid un ensayo de viabilidad celular para evaluar las sinergias de perturbaciones
dobles y simples (Figura 18), para lo cual se anadié al medio de lectura otros 50 puL por pozo
de tratamiento (inhibidores de la via de los SL, moduladores de autofagia, y quimioterapias)

0 medio de cultivo (controles).

Los tratamientos dobles fueron combinaciones de quimioterapias y perturbaciones
(inhibidores de la via de los SL o moduladores de autofagia). Las enzimas inhibidoras de la
via de los SL estudiadas fueron: SKI (inhibidor de la esfingosina quinasa Il, 4.13 uM,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), PDMP (inhibidor de la glucosilceramida
sintasa, 29.26 puM, ENZO Life Sciences, Farmingdale, NY, EE.UU), Des (Desipramina,
inhibidor de la esfingomielinasa acida y ceramidasa &cida, 10.32 uM, ENZO L.ife Sciences,
Farmingdale, NY, EE.UU), NCI (inhibidor de la ceramidasa neutra/alcalina, 110.62 UM,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), D609 (inhibidor de la esfingomielina sintasa,
187.62 uM, ENZO Life Sciences, Farmingdale, NY, EE.UU), ACI (inhibidor de la
ceramidasa acida, 5.92 uM, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), GW (inhibidor de
la esfingomielinasa neutra, 1.16 uM, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), y Myr
(miriocin, inhibidor de serina palmatoil-transferasa, 12.46 uM, EMD Millipore Corporation,
Danvers, MA, EE.UU).

Los moduladores de autofagia estudiados son: RAP (rapamicina, 1.00 uM, Sigma-
Aldrich), HCQ (hidroxicloroquina-1, 25.00 uM, Sigma-Aldrich), SPA (espautina-2, 40.00
MM, Sigma-Aldrich), y TOR (Torin-2, 1.00 uM, Sigma-Aldrich).

Las drogas quimioterapéuticas evaluadas incluyen: EPI (epirrubicina, 0.58 uM,
Sandoz, Viena, Austria), CIS (cisplatino, 13.32 uM, Pfizer, Sydney, Australia), y PAC
(paclitaxel, 1.76 uM, AqVida, Hamburg, Germany). Se estudiaron estas tres quimioterapias
por los resultados preliminares obtenidos, con las cuales se obtuvo las mejores sinergias (ver

anexo 1).
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4.3 Evaluacion del metabolismo de SM-BOD con células A549- WT y MCF-7- WT

Para monitorear el comportamiento del sensor SM-BOD frente a diferentes
perturbaciones en las lineas celulares de cancer de pulmon y mama, se adquirieron imagenes
de fluorescencia cada 6 h durante 72 h, utilizando microscopia de fluorescencia automatizada
(Cytation 3™, Bioteck, Winooski, VT, EE. UU.) con canales DAPI, Texas Red y GFP
(Figura 19). Ademas, se realizé un pipeline para el analisis automatico de imagenes con el
software CellProfiler 4.1.3 (www.cellprofiler.org), sefialado en el anexo 2, con el cual se
obtuvieron 153 caracteristicas de fluorescencia con resolucion unicelular, incluidas
caracteristicas de textura, morfologia e intensidad; asimismo, este protocolo estimé la
citotoxicidad para cada perturbacién utilizando la tincion Pl para evaluar sinergismos o

antagonismos de los tratamientos dobles estudiados.

Segun los datos de citotoxicidad obtenidos del software CellProfiler, fue posible
obtener valores sinérgicos o antagonicos (que se muestran en la Figura 18) utilizando las

siguientes ecuaciones (144):

i - ) células muertas
Citotoxicidad experimental (%) =

@

células totales
Viabilidad experimental (%) = 100 — (citotoxicidad experimental %)

(2
viabiliadad individual; (%) # viabiliadad individual, (%)

100 ©)
Interaccién doble(%) = (viabilidad esperada) — (viabilidad experimental) @

Viabilidad esperada(%) =

interaccion doble (%)

Razén de la int o
azon de la interaccion 100 5)

4.4 Topologia modelo para el destino metabolico de SM-BOD

Se aplicé un algoritmo de maquina de vectores de soporte en el software R Studio
8.13 para reducir las caracteristicas relacionadas con la sonda de fluorescencia y los atributos
nucleares del protocolo experimental. El algoritmo permiti6 la extraccion y organizacion de

las caracteristicas segun el nivel de significancia.


http://www.cellprofiler.org/
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Con las caracteristicas seleccionadas, se aplicé un modelo matematico GMM (Figura
20) en el software MATLAB 9.8 (145) para identificar el comportamiento de los farmacos
quimioterapéuticos en la via SL, comparando su efecto sobre el perfil de heterogeneidad

celular con el efecto producido por inhibidores conocidos de la via metaboélica de SL (65).

El perfil de heterogeneidad celular proporciond la informacion para realizar clusters
y asociar diferentes perturbaciones en un dendrograma, en el que fue posible definir
interacciones dobles para identificar sinergismos y antagonismos. Ese perfil permite inferir
como los agentes quimioterapéuticos y los inhibidores perturban la via de los SL, con el fin
de sugerir una topologia de red de la via de SL para la linea celular de cancer de pulmén
A549 basada en el metabolismo de la sonda SM-BOD (Figura 21).

4.5 Ensamblaje del vector retroviral mCherry-EGFP-LC3B

Para validar los resultados del apartado anterior (Figura 21), se debe generar una linea
celular estable A549 mCherry-EGFP-LC3B marcadas con SM-BOD. Para este fin, las
particulas retrovirales se generaron en monocapas de células A549 confluentes al 60%
mediante transfeccion triple con polietilenimida (Polysciences 23966) del plasmido de
transferencia pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B (146) (proporcionado por Jayanta
Debnath, plasmido Addgene #22418), el plasmido empaquetador pCL-Eco (proporcionado
por Inder Verma, plasmido Addgene #12371) y el plasmido de envoltura pMD2.G
(proporcionado por Didier Trono, plasmido Addgene #12259) (147). A las 72 h después de
la transfeccion, se colectaron los medios que contenian virus, se filtraron a través de una
membrana de poro de 0,45 um, se suplementaron con 5 pg/ml de polibreno (Sigma H9268,
St. Louis, MO, EE. UU.) y se almacenaron a —80 °C. Se realiz6 el mismo procedimiento para

obtener la linea celular estable de MCF-7.
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4.6 Generacion y clasificacion de la linea celular estable A549 mCherry-EGFP-LC3B
y MCF-7 mCherry-EGFP-LC3B (A549 — LC3/m-Cherry y MCF-7 — LC3/m-Cherry)

Las monocapas de las células A549 y MCF-7 (80% de confluencia) fueron
transducidas con particulas retrovirales que portaban el constructo mCherry-LC3B y se
centrifugaron durante 2 h a 453 g (25 °C). A las 72 h después de la transduccion, las células
se seleccionaron (sorting) con 4 pg/ml de puromicina (Sigma P8833) en RPMI 1640 con
10% FBS durante 2 dias. Se aislaron las subpoblaciones celulares con niveles de expresion
homogéneos del constructo mCherry-LC3B para cada linea celular mediante clasificacion de
celulas activada por fluorescencia en un cell sorter BD FACSJazz ™ (BD Biosciences, San
José, CA, EE. UU.). Las células clasificadas se cultivaron en RPMI 1640 con 10% FBS con
4 ug/ml de puromicina. La linea celular A549 mCherry-EGFP-LC3B permiti¢ rastrear el

proceso de autofagia en el ensayo cinético para el metabolismo de SL.

4.7 Evaluacion experimental del proceso autofagico de las células estables A549 —
LC3/m-Cherry

Para verificar el proceso autofagico presente en las células estables A549 —
LC3/mCherry (generadas en las secciones 4.5 y 4.6), se realiz6 el cultivo de las células
siguiendo el protocolo indicado en la seccion 4.1. Posteriormente, se trataron con la sonda
fluorescente SM-BOD afiadiendo el medio de tincion y el medio de la lectura (seccion 4.2)
para el posterior tratamiento con la quimioterapia EPI y los moduladores autofagicos RAP y
TOR, en su conformacién de perturbacion simple y doble. Lo anterior, debido a que el
resultado mostrado en la Figura 21 indica que la interaccién de EPI con estas perturbaciones
promueve la activacion del proceso autofagico mediante la formacion de AP.

Posteriormente, con el ensayo completo, se procedio al monitoreo del
comportamiento autofagico frente a las perturbaciones simples y dobles en las células
estables A549 LC3/m-Cherry mediante la adquisicion de imagenes en el microscopio de
fluorescencia por un periodo de 24 h (como se describe en la seccién 4.3), visualizando los
canales DAPI, Texas Red y GFP (Figura 22).
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CAPITULO V. RESULTADOS

5.1 La quimioterapia interactia con moduladores de la autofagia e inhibidores de la

via de los esfingolipidos para modificar la citotoxicidad.

Para desarrollar los ensayos de viabilidad celular, se establecio un protocolo que
permitiera determinar la mejor concentracion de la sonda fluorescente en las lineas celulares
de cancer de mama y pulmén (MCF-7- WT y A549 — WT, respectivamente). Para este fin,
se desarroll6 un ensayo cinético en el que se evaluo la intensidad fluorescente de SM-BOD
contra el tiempo de reaccion metabdlica mediante el analisis con microscopia de
fluorescencia. La figura 17 muestra el comportamiento de diferentes concentraciones de la
sonda basado en la intensidad integrada obtenida del analisis de imagenes con CellProfiler,
de manera que se muestra la disminucion o pérdida de la fluorescencia de la sonda en la linea
celular A549 en el tiempo; mientras que la linea celular MCF-7 muestra constancia en la
intensidad integrada fluorescente de la sonda SM-BOD. Estos resultados predicen que la
linea celular A549 — WT logra metabolizar satisfactoriamente la concentracion de 2 uM de
SM-BOD a lo largo de las 72 h del ensayo; por el contrario, la linea celular MCF-7 — WT
mostré un comportamiento de intensidad fluorescente constante a lo largo de las 72 h de

ensayo, lo cual puede indicar que el fluoréforo no logré metabolizarse.

Al no lograr la internalizacién celular de la sonda SM-BOD en la linea celular de cancer
de mama (MCF-7), se determind que los resultados restantes del proyecto se iban a generar
Unicamente basados en la linea celular de cancer de pulmdn (A549).
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Figura 17. Ensayo cinético de la intensidad fluorescente contra el tiempo de reaccién de la

sonda fluorescente SM-BOD para las lineas celulares A549 y MCF-7 en su conformacion
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wild-type (WT), mediante microscopia de fluorescencia. (A) Curva cinética de la
concentracion de la tincion SM-BOD (intensidad integrada vs. tiempo) para la linea celular
A549- WT; (B) Datos del comportamiento cinético de la sonda SM-BOD, basados en el
comportamiento de la intensidad integrada expresada por el tratamiento de la linea celular
A549— WT; (C) Curva cinética de la concentracion de la tincion SM-BOD (intensidad
integrada vs. tiempo) para la linea celular MCF-7— WT; (B) Datos del comportamiento
cinético de la sonda SM-BOD, basados en el comportamiento de la intensidad integrada

expresada por el tratamiento de la linea celular MCF-7— WT.

La viabilidad celular de las celulas de cancer de pulmon A549— WT se obtuvo a partir
de los datos de interacciones simples y dobles de los ensayos de citotoxicidad (Seccion 4.3,
Ecuaciones (1) a (5)). Los datos de viabilidad esperada y viabilidad experimental se muestran
en la Figura 18A y 18B, respectivamente, para identificar interacciones sinérgicas y
antagonistas para tratamientos dobles de perturbaciones-quimioterapia (Figura 18C).

Los resultados asociados con EPI indican que la interaccion quimioterapia-modulador
constituida por EPI — RAP mostrd una sinergia importante que condujo a una disminucién
de la viabilidad al 14% (Figura 18B) en comparacion con la viabilidad combinada esperada
sin interaccion de alrededor del 67% (Figura 18A). Segun estos datos, se obtuvo un efecto
sinérgico de 0,5 veces (Figura 18C), siendo la mayor interaccion reportada en este resultado.
Ademas, la sinergia de EPI — TOR y EPI — ACI fue de 0,4 para ambos casos, mientras que
la interaccion de EPI —NCI fue de 0,3 (Figura 18C). De esta manera, se sugiere que el
mecanismo de accion de EPI interactia a nivel de via con la proteina inhibidora de mTOR
(TOR — RAP) y con el inhibidor de la ceramidasa (ACI-NCI), desencadenando un efecto
sinérgico significativo. También, se muestran varias interacciones sinérgicas mas débiles
para EPI con SKI, Des, D609, GW, Myr, HCQ y SPA. El tratamiento doble de EPI — PDMP
no arrojo interaccion y no se observo ningan efecto antagonico en los resultados reportados

para EPI.

Por su parte, el farmaco quimioterapéutico CIS mostré la sinergia principal con el

inhibidor de la ceramidasa neutra (NCI), con un aumento de 0,3 veces en comparacion con
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la citotoxicidad esperada (Figura 18C); las otras condiciones estudiadas mostraron
interacciones sinérgicas mas débiles. No se report6 interaccion para la perturbacion doble

CIS — D609 y no se obtuvo ningun antagonismo en los resultados con esta quimioterapia.

El analisis con PAC demostré que la mayoria de las interacciones mostraron efectos
antagonicos y, la interaccion antagonista mas fuerte fue -0,4 con SPA. También se detectaron

dos sinergismos débiles con Des y GW (0,2 y 0,1, respectivamente).
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B Drug chemotherapy interaction index
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Figura 18. Andlisis de viabilidad celular a las 48 h de la linea celular A549 — WT permite el
reconocimiento de interacciones quimioterapia-inhibidor. (A) Porcentaje de viabilidad
celular esperada para tratamientos simples y dobles; (B) porcentaje de viabilidad celular
experimental para tratamientos simples y dobles; (C) interacciones sinérgicas y antagonistas
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de farmacos quimioterapéuticos y perturbaciones de la via de esfingolipidos (SL).
Abreviaturas en la figura: EPI: epirrubicina; CIS: cisplatino; PAC: Paclitaxel; SKI: inhibidor
de la esfingosina quinasa IlI; PDMP: inhibidor de la glucosilceramida sintasa; DES:
desipramina, inhibidor de la esfingomielinasa acida y ceramidasa &cida; NCI: Inhibidor de la
ceramidasa neutra/alcalina; D609: inhibidor de la esfingomielina sintasa; ACI: inhibidor de
la ceramidasa &cida; GW: inhibidor de la esfingomielinasa neutra; MYR: miriocin, inhibidor
de la serina palmitoil-transferasa; RAP: rapamicina; HCQ: Hidroxicloroquina-1; SPA:
Espautina-2; TOR: Torin-2.

Para desarrollar el analisis de imagenes para la extraccion de caracteristicas (features)
con resolucion unicelular, se disefio un protocolo de segmentacion de imagenes para evaluar
el efecto de perturbaciones simples y dobles de la via de SL (inhibidores o moduladores de
la autofagia y farmacos quimioterapéuticos) en células individuales, utilizando el software
CellProfiler. La Figura 19 muestra las imagenes segmentadas utilizando microscopia de
fluorescencia para el modelo de células de cancer de pulmén: los nucleos celulares
reconocidos con sondas de Hoechst en el canal DAPI, Pl en el canal Texas Red (Figura 19A)
y la presencia de la sonda SM-BOD que se analiz6 en el canal GFP (Figura 19B). Estos
resultados sugieren cambios asociados a perturbaciones en el metabolismo de SL que pueden
monitorearse con resolucion de una Unica célula, utilizando la sonda PI para marcar la muerte
celular, Hoechst para marcar los nucleos celulares y un andlogo fluorescente SM-BOD para

rastrear el metabolismo de SL.



62

ANiNucier outlines ANINuce! DeadNucieus

Input image, cycle 21

Figura 19. Andlisis de imagenes para la segmentacién subcelular (nicleos/citoplasmas) del
modelo de células de cancer de pulmon (A549 — WT) mediante microscopia de fluorescencia.
(A) Analisis de nucleos tefiidos con Hoechst y yoduro de propidio (PI) utilizando los canales
DAPI y Texas Red, respectivamente; (A1) Nucleos de todas las células obtenido por la suma
de la sefial emitida por los canales DAPI y Texas Red; (A2) Reconocimiento nuclear
mediante el protocolo disefiado utilizando el software CellProfiler; (A3) Identificacion de
nucleos de todas las células detectadas; (A4) Identificacion de nucleos de células muertas en
el canal Texas Red. (B) Anélisis de la sonda BODIPY (SM-BOD) mediante el canal GFP;
(B1) Esfingolipidos (SL) marcados con la sonda fluorescente; (B2) Reconocimiento de
células completas mediante el protocolo disefiado con el software CellProfiler; (B3)
Identificacién de todas las células completas; (B4) Eliminacion de células muertas
(reconocidas en A4) de todas las células completas identificadas en B3 para obtener solo
células vivas. (C) Analisis de viabilidad celular; (C1) Celulas viables completas; (C2)
Nucleos de células viables; (C3) Imagen tricolor de sefiales de los canales DAPI, GFP y
Texas Red para todas las células; (C4) Eliminacion de células vivas de la imagen de las
células completas reconocidas, para identificar la superposicion de células muertas. Escala:
100 pm.
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5.2 Un modelo de mezclas Gaussianas de perfiles de heterogeneidad del destino
metabdlico de un analogo de esfingomielina fluorescente sugiere la base mecanicista

de las interacciones mapeadas en la via de esfingolipidos.

Se aplicoé un algoritmo de “maquina de vectores de soporte” (software R) para
seleccionar y organizar features extraidos del analisis de imagenes (Seccion 4.4). Se realizo
un modelo GMM, mediante el software MATLAB, para establecer un perfil de
heterogeneidad para inferir el efecto de perturbaciones desconocidas en la via de SL
(quimioterapias). Se seleccionaron 109 features de fluorescencia de un total de 153 features
extraidos mediante microscopia de fluorescencia. Los conjuntos de datos celulares para todas
las condiciones se fusionaron en un solo conjunto de datos para identificar el nUmero maximo
de subpoblaciones con distribucion normal (65) (Figura 20A-D). Para ello, se identifico un
namero Optimo de nueve subpoblaciones significativas mediante la prueba de MANOVA (p
<0,5, Figura 20A y 20B). De este modo, mediante un perfil de heterogeneidad se determind
la frecuencia de las células (Figura 20F) que se agrupan en cada una de esas subpoblaciones
con el perfil producido por una perturbacion conocida (Figura 20E). EP1 — ACI, EPI — NCI,
CIS — PDMP, HQC — SPA y RAP — TOR fueron las interacciones quimioterapia-inhibidor
que se mapearon juntas debido a las similitudes en sus perfiles de heterogeneidad. Esto
permitio predecir que la influencia de esos agentes quimioterapéuticos en la via metabdlica
de SM-BOD es semejante a la de los correspondientes inhibidores de las enzimas de la via
de SL.
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Figura 20. Modelo de mezclas Gaussianas (GMM) permite la asociacion de perturbaciones,
como potencial explicacion de las interacciones sinérgicas reportadas. (A) Optimizacion
estadistica de GMM utilizando los pardmetros MANOVA (p-value) y —Log (likelihood). (B)
Interacciones de subpoblaciones seleccionadas. (C) Grafico del GMM para datos
combinados. (D) Clasificacion de subpoblaciones celulares en un gréfico 3D. (E) Gréafico de

dendrograma; los pares encerrados con color son las interacciones de interés. (F) Frecuencia
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de subpoblaciones relacionadas con las perturbaciones aplicadas. Los diferentes colores
presentados corresponden a diferentes subpoblaciones celulares.

Se propuso una topologia de red de la via de SL para la linea celular de cancer de
pulmén A549 (Figura 21) basada en el metabolismo de la sonda SM-BOD que fue descrita
en estudios anteriores (125, 148); los cuadros verdes representan los metabolitos
fluorescentes, los blancos indican la pérdida de fluorescencia y los cuadros magenta son las
enzimas inhibidoras de la via de SL (Figura 11, Seccion 2.4). Se combind la topologia de la
via de los SL con el modelo del proceso autofagico, destacando los principales pasos de la
autofagia con circulos de puntos (P: fagoforo, AP: autofagosoma y AL: autofagolisosoma),

en la Figura 21.

De acuerdo con los resultados obtenidos del GMM, se asociaron los pares inhibidor—
quimioterapia (obtenidos en la Figura 20) para mapear sus interacciones con la via de los SL.
Los cuadros amarillos representan los farmacos quimioterapéuticos detectados segun los
grupos identificados en el grafico del dendrograma (Figura 20E), que fueron EPI — NCI, EPI-
ACl y CIS- PDMP. Se asociaron los moduladores de autofagia RAP— TOR y SPA- HCQ
(cuadros azules y grises, respectivamente; Figura 21); sin embargo, no fue imposible
asignarlos a una perturbacion conocida dentro de la via SL. Estos resultados sugieren que los
tratamientos quimioterapéuticos perturban la via SL de manera similar a sus correspondientes

inhibidores conocidos.

La topologia del modelo descrito en la Figura 21, sugiere que los mecanismos
potenciales de las perturbaciones dobles identificadas presentan efectos sinérgicos en la
citotoxicidad. Los pares EPI — ACI y EPI — NCI inhiben potencialmente la sintesis de Soy,
aumentan la concentracion de Cer en diferentes compartimentos celulares. La inhibicién de
la ceramidasa neutra por el par EPI- NCI aumenta potencialmente el contenido de Cer
localizado en la membrana plasmatica (CER_PM). Por su parte, la inhibicién de la enzima
ceramidasa acida por la interaccién EPI- ACI conduce a la acumulacién de Cer en el

compartimento lisosomal. Ademas, la interaccion de CIS— PDMP inhibe potencialmente la
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enzima glucosilceramida sintasa para evitar la sintesis de glucosilceramida (GLU_CER), lo
que desencadena un aumento de Cer en el ER y en el lado citosolico del aparato de Golgi.

La topologia mostrada (Figura 21) también sugiere que las interacciones de la
quimioterapia con los inductores de autofagia TOR o RAP, estimulan la formacion de AP
para mover material celular (incluidos los SL) desde la membrana plasmética (SM_PM) al
compartimento lisosomal (CER_LYYS).

.
T
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Figura 21. Topologia modelo para la linea celular de cancer de pulmén A549-WT del
destino metabdlico de un analogo de esfingomielina fluorescente (SM-BOD) en conjunto con
el proceso autofagico (circulos punteados). Abreviaturas en la figura: P: fagoforo, AP:
autofagosoma; AL.: autofagolisosoma. Este modelo, permite inferir cémo los diferentes
agentes quimioterapéuticos e inhibidores perturban la via de los SL.

Como se menciond anteriormente, el cluster de inhibidores de la autofagia SPA-HCQ
no se mapeod con ninguna perturbacion conocida de la via de SL. Segun el modelo de red
propuesto, la SPA inhibe la formacion del fagoforo (P) en la PM y, curiosamente, la HCQ
muestra un comportamiento similar al ACI, inhibiendo asi la enzima ceramidasa &cida, la

cual previene potencialmente la formacion de autofagolisosomas (AL).
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Estos resultados indican que los perfiles de heterogeneidad obtenidos del GMM
permiten mapear la influencia de perturbaciones individuales en la via de los SL. Este mapeo
topoldgico también sugiere las bases mecanicistas de las interacciones sinérgicas entre los
farmacos quimioterapéuticos y las perturbaciones conocidas de la via autofagica y la via de
SL.

5.3 Células estables marcadas con mCherry-EGFP-LC3B y SM-BOD, muestran que

las interacciones de EPI con TOR y RAP estimulan la acumulacion de autofagosomas.

De acuerdo con la topologia propuesta, se plante6 la hipotesis de que las interacciones
de los farmacos quimioterapéuticos con los inductores de autofagia TOR y RAP conducen a
un aumento de vesiculas, potencialmente asociadas con la acumulacion local de Cer en esos
compartimentos (Figura 21). Para confirmar dicha hipotesis, se disefi6 una imagen
compuesta con los resultados control y los resultados de perturbaciones dobles y simples para
las interacciones de EPI- RAP y EPI- TOR en las células estables A549 LC3/m-Cherry
(mCherry-EGFP-LC3B) marcadas con SM-BOD (Figura 22), con el fin de visualizar la
presencia de AP marcados con fluorescencia (cargados con SL) para las condiciones

experimentales planteadas, utilizando microscopia de fluorescencia.
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EPI

Figura 22. Andlisis experimental para evidenciar el proceso autofagico, mediante el
incremento en el contenido de autofagosomas (AP) en las condiciones sinérgicas
seleccionadas a las 24 h para las células estables A549 mCherry-EGFP-LC3B (A549 LC3/m-
Cherry), mediante microscopia de fluorescencia. Imagen compuesta de control,
perturbaciones simples de EPI, RAP y TOR, y perturbaciones dobles de EPI-RAP y EPI-
TOR. Abreviaturas en la figura: EPI: epirrubicina; RAP: rapamicina; TOR: torin-2. Escala:
100 pm.

La imagen compuesta para las células estables A549 LC3/m-Cherry (Figura 22)
muestra un aumento significativo en el patrén vesicular (el patron de puntos) para ambas
condiciones sinérgicas (EPI- RAP y EPI- TOR) en comparacion con sus correspondientes
perturbaciones individuales y control a las 24 h. Estos resultados revelan un mecanismo
potencial de sinergismo por combinacion de inductores de autofagia con inhibidores del
metabolismo lisosomales de los SL (o quimioterapias con un efecto similar), desencadenado
un aumento local de SL en los compartimentos autofagosémicos que inducen la muerte

celular.
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CAPITULO VI. DISCUSION DE RESULTADOS

Los SL son componentes estructurales esenciales de las membranas bioldgicas y son
reguladores cruciales de los procesos celulares (149). Algunos SL se comportan como
segundos mensajeros involucrados en las decisiones sobre el destino celular, como Cer
(implicado en la muerte celular) y S1P (promueve la supervivencia celular) (150). En este
estudio, el analisis de viabilidad celular definid las interacciones sinérgicas que potencian o
reducen el efecto citotdxico sobre la linea celular de cancer de pulmén A549— WT (Figura
18). El ensayo celular con una sonda fluorescente andloga de SM permitio la segmentacion
celular mediante imagenes (Figura 19) y la determinacion del nivel de quimiosensibilidad en
esta linea celular tratada con diferentes perturbaciones de la via de los SL (Figura 20).
Ademas, se propuso una topologia modelo con perturbaciones mapeadas de las sinergias
identificadas para sugerir mecanismos potenciales que expliquen el destino metabdlico del
biosensor fluorescente (Figura 21) en conjunto con el proceso autofagico. Ademas, las
imagenes compuestas de los ensayos experimentales evidencian la perturbacion del proceso
autofagico para algunas condiciones especificas, donde se observa un aumento de los AP con

una colocalizacién concomitante del SL fluorescente (Figura 22).

El fluor6foro BODIPY tiene varias ventajas para estudiar el metabolismo y el trafico
de lipidos, especificamente en células vivas. Primero, BODIPY tiene una fluorescencia
visible y fuerte, y suele ser muy fotoestable (151). En segundo lugar, la estructura de
BODIPY se considera poco polar; por lo tanto, la capacidad de anclaje con la bicapa de la
membrana celular eucariota es muy eficiente. En tercer lugar, la longitud de onda de emision
de la fluorescencia BODIPY varia de 450 nm (verde) a 650 nm (rojo) con una mayor
concentracion en las células (122); esta propiedad hace que la distribucién de un analogo
lipidico marcado con BODIPY particular y sus metabolitos sean dinamicamente visibles, lo
que permite una facil observacion y cuantificacion en celulas vivas bajo microscopia de
fluorescencia (122, 152).

Adicionalmente, el fluor6foro BODIPY se caracteriza por ser una de las tinciones

celulares mas Utiles debido a su estabilidad quimica y térmica y a sus propiedades como
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sensor fluorescente para interactuar directamente con diferentes proteinas y péptidos (153).
De esta manera, se propuso el uso de BODIPY (en su conformacién de SM-BOD) para el
rastreo del metabolismo celular como una estrategia prometedora para identificar
interacciones sinérgicas entre agentes quimioterapéuticos y moduladores de autofagia o

inhibidores de la via de los SL, con el fin de inducir o no la citotoxicidad.

A nivel celular, se propuso monitorear la tincion con SM-BOD para las dos lineas
celulares de interés (A549 asociado al carcinoma de pulmon y MCF-7 del carcinoma de
mama) mediante un ensayo cinético, para lo cual se esperaba observar pérdida de la
fluorescencia del sensor debido al transito y metabolismo de la especie, con resolucion de
célula a célula a lo largo del tiempo (154). El metabolismo del sensor SM-BOD inicia su
localizacion a nivel de la membrana plasmatica; a medida que pasa el tiempo, se internaliza
hacia el aparato de Golgi, aumentando la sefial en la zona perinuclear y la afinidad de la Cer
por este organulo (mediada por la interconversion de SM a Cer) (155), lo que confirma el
potencial de la tincibn SM-BOD para rastrear el metabolismo de los SL a nivel celular.

Como se muestra en la Figura 17, el ensayo cinético muestra que la linea celular A549
mostré pérdida de la fluorescencia de la sonda SM-BOD, indicando el metabolismo celular
de la molécula; sin embargo, no se observé el mismo patrén para la linea celular MCF-7
marcada con SM-BOD, ya que la fluorescencia de la tincién se mantuvo constante a lo largo
del tiempo. Esto pudo deberse a la degradacion de la tinciédn lipidica al momento del ensayo,
lo cual dificulté su uso; es por lo anterior que, no fue posible la continuidad de los

experimentos con esta linea celular.

En el andlisis de viabilidad celular de A549 (Figura 18) se logro el reconocimiento de
las principales sinergias entre las interacciones quimioterapia-perturbacion (refiriéndose con
perturbacién al modulador de autofagia o al inhibidor de la via de los SL) mediante
microscopia de fluorescencia. Posteriormente, el protocolo de segmentacién de imagenes
(Figura 19) permitid evaluar el efecto de las perturbaciones simples y dobles de la via de los
SL para extraer los features mas relevantes con resolucion de una tnica célula que permiten
la aplicacion del modelo mateméatico GMM para predecir el comportamiento desconocido de

agentes quimioterapéuticos con inhibidores conocidos de la via de los SL (Figura 20).
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Se estudiaron las interacciones quimioterapia-perturbacion basado en tres agentes
quimioterapéuticos principales (EPI, RAP y PAC), debido a que, preliminarmente (Anexo
1), fueron los que arrojaron mejores resultados sinérgicos con diferentes inhibidores de la via
de los SL (143, 156).

EPIRUBICINA (EPI)

La quimioterapia EPI es un tipo de antraciclina, considerado un farmaco genotoxico
que se intercala en el ADN Yy se utiliza para tratamientos contra el cancer (157), incluido el
cancer de pulmoén. Este farmaco quimioterapéutico tiene muchos efectos secundarios
relacionados con su alta toxicidad y la aparicion de clones neoplasicos quimiorresistentes.
Curiosamente, la resistencia a las antraciclinas se asocia con un ajuste en el metabolismo de
los lipidos y el proceso autofagico (158, 159). Ademas, el tratamiento con EPI modula la via
metabolica de SL y regula la autofagia de una manera especifica al tipo celular (157, 160);
reportes anteriores han descrito que las antraciclinas desencadenan el proceso de muerte

celular al estimular la produccion de Cer (161).

Después de la evaluacion de las interacciones postuladas entre diferentes
perturbaciones, se identific que EPI presenta una sinergia importante con TOR y RAP, los
cuales son inductores de autofagia (Figura 20). Por lo tanto, el modelo topoldgico indica que
EPI inhibe la formacion de So pero aumentan el contenido de Cer (como se muestra en la
Figura 21), estimulando la muerte celular. Estudios cientificos previos muestran que tanto
RAP como TOR estimulan la autofagia al inhibir el complejo proteico mTOR, aumentando
asi el transporte de materiales celulares (incluidos los SL como SM-BOD) desde la PM hacia
el compartimento lisosomal (129). Dicha informacion, concuerda con los resultados
obtenidos, debido al aumento en el patrén vesicular del compartimento autofagosémico para
esas condiciones, lo que indica que el proceso autofagico esta activo y sugiere la
colocalizacion de SL (potencialmente Cer) en los AP debido a los sinergismos EPI- TOR y
EPI- RAP en la linea celular A549 (Figura 21).

La formacién autofagica es un proceso muy complejo que incluye moléculas
adaptadoras para mediar en la muerte celular y la metastasis tumoral (162). Este proceso

describe la iniciacién, nucleacién, elongacion, maduracion, fusion y degradacion del material
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celular colectado (163). Los AP se fusionan con los lisosomas para formar
autofagolisosomas, que degradan su contenido (organulos y proteinas) para mantener la
homeostasis celular y la renovacién de los organulos. Los mecanismos reguladores de la
autofagia son complejos y su via de sefializacion ascendente implica principalmente una via
dependiente de mTOR y una via independiente de mTOR (AMPK, PI3K, Ras-MAPK, p53,
PTEN y estrés del ER) (164).

Estudios previos han demostrado que los SL tienen la capacidad de modular el
proceso autofagico. Se ha reportado que la exposicion de lineas celulares cancerosas a
tratamientos quimioterapéuticos aumenta el contenido de Cer (150). De esta forma, la Cer
induce la autofagia a través de tres mecanismos: (i) el anclaje directo de los AP a las
mitocondrias (165), (ii) la regulacion negativa de los transportadores de nutrientes (166) y
(iii) la alteracion del complejo Beclin-Bcl-2 (un inhibidor de la autofagia) (167, 168). Durante
la autofagia, los constituyentes citoplasmaticos (proteinas y organulos) son engolfados en un
fagdforo de doble membrana; una vez que la doble membrana se fusiona 'y el AP madura, es
transportado por vias de tubulina (microtibulos) hasta una localizacion perinuclear,
fusionandose con un lisosoma que genera una estructura autolisosomal capaz de degradar su
contenido (169). Lo anterior concuerda con el sitio de mapeo del proceso autofagico en la
topologia del modelo que se muestra en la Figura 21, en la que se observa que la sintesis de
Cer acompafia la acumulacion de AP. Ademas, la Figura 22 muestra la colocalizacion de SL
(presumiblemente Cer) a nivel de lisosoma (vesiculas), lo que sugiere que el incremento en
la formacion de AP por los moduladores TOR y RAP y la interrupcién de la degradacion de
AP mediada por EPI conduce a una acumulacion local de SL que potencialmente

desencadena la muerte celular.

Asimismo, el modelo in silico (mostrado en la Figura 21), muestra que la interaccién
EPI- TOR y EPI- RAP promueve una acumulacion de Cer en los APy, los resultados del
analisis experimental (Figura 22) muestran una colocalizacion importante de SL
(potencialmente Cer) en los AP. Sin embargo, se requieren mas estudios para determinar la
identidad de los SL que se acumulan dentro de las vesiculas en crecimiento bajo condiciones

en las que se bloquea la degradacion autofagosomica y la degradacién a nivel de SL.
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Adicionalmente, en la Figura 18 se reportd que EPI tiene interacciones sinérgicas con
los inhibidores ACI y NCIy, segun el dendrograma (Figura 20E), se muestra que EPI tiene
un comportamiento similar al de ACI y NCI. Sin embargo, es conocido que las
perturbaciones de ACI podrian provocar cambios patologicos en ausencia de acumulacion de
Cer, generando cambios en la expresion genética dentro de la via de los SL (170), por lo
tanto, estas interacciones suelen inhibir la formacion de So para propiciar la acumulacion de

Cer en presencia de la quimioterapia EPI (Figura 21).

Como potente SL bioactivo implicado en la regulacion de la progresion del cancer y
la proliferacion celular, el receptor de S1P participa en el control de la respuesta tumoral a la
quimioterapia, mediante la activacion de vias clave como Ras/Erk y PI3K/Akt (171, 172).
Debido a su papel en la activacion de la autofagia, S1P y la expresion de sus receptores
también participan en la transactivacion de los mecanismos de sefializacién del factor de
crecimiento, lo que podria ser una direccion potencialmente interesante para futuros estudios

como un nuevo enfoque de tratamiento.

CISPLATINO (CIS)

CIS o cis-diaminodicloroplatino (I1) es un farmaco quimioterapéutico muy conocido
y ampliamente utilizado para el tratamiento de numerosos canceres humanos, incluidos los
de vejiga, cabeza y cuello, pulmén, ovario y testiculo. El mecanismo de accion de CIS se ha
relacionado con su capacidad de entrecruzarse con las bases purinicas del ADN, interfiriendo
con los mecanismos de reparacion del ADN, causando dafio a la cadena de ADN y
posteriormente, induciendo la apoptosis en las células cancerosas. Ademas, se ha considerado
que las terapias combinadas de CIS con otros medicamentos, superan la resistencia a los

medicamentos y reducen la toxicidad (173-175).

Es importante mencionar que CIS ha reportado resistencia a medicamentos y
numerosos efectos secundarios no deseados, como problemas renales graves, reacciones
alérgicas, disminucion de la inmunidad a las infecciones, trastornos gastrointestinales,
hemorragia y pérdida de audicion, especialmente en pacientes mas jovenes (173). Sin
embargo, la sensibilidad al farmaco CIS se puede mejorar mediante la manipulacion de

enzimas de la via metabdlica de los SL (176).
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CIS estd implicado en la muerte de las celulas en vias reguladas por los SL, en las
cuales CIS aumenta el contenido de Cer (177). Esta informacion sustenta los datos mostrados
en la Figura 18, en donde sugiere que el farmaco CIS tiene el principal sinergismo con NCI
y, en modelo topoldgico, CIS se maped con PDMP (Figura 21), indicando que ambos
presentan comportamientos semejantes. La topologia de red, muestra que esta interaccion
aumentaria el contenido de Cer en la region citosolica del aparato de Golgi
(CER_GOLGIOUT), evitando la glicosilacion y su conversion a So en la PM (65). Segun
Dupre et al. (2017), la administracion de PDMP a células de cancer de pulmén estimula el
estrés del ER, la autofagia y la apoptosis como resultado de las acumulaciones de Cer
inducidas por PDMP (177), lo cual evidenciaria que la interaccion PDMP-CIS seria una
sinergia interesante (Figura 20 y Figura 21); sin embargo, no fue evidenciado en los

resultados sinérgicos reportados con PDMP (Figura 18).

PACLITAXEL (PAC)

El agente quimioterapéutico PAC o también llamado taxol, es un compuesto
diterpenoide tetraciclico que tiene un efecto antimitotico sobre las células cancerosas y se
usa ampliamente para varios tipos de cancer como el de mama, ovario, pulmén, etc. (178,
179).

El mecanismo principal del taxol es su capacidad para estabilizar y prevenir la
despolimerizacion de los microtubulos, lo que lleva al arresto del ciclo celular en la fase
G2/M y a la muerte celular; sin embargo, este efecto podria depender de las lineas celulares
y de la dosis. Ademas de la regulacion de la mitosis, PAC también modula la supervivencia
de las células a través de proteinas reguladoras de la apoptosis, la familia Bcl-2 y también
otras vias de sefializacion como JNK/SAPK y la via NF«kB. El taxol activa o inhibe las
proteinas Bcl-2 pro-apoptoticas (BAX/BAK) o anti-apoptéticas (Bcl-2/MCL-1) para
provocar la muerte celular en las células cancerosas. El calcio almacenado en el ER también
podria ser atacado por PAC y liberado para alterar la homeostasis del calcio, lo que complica
la supervivencia celular (178).

Los estudios han demostrado que el agente quimioterapéutico PAC aumenta el

contenido de Cer y estimula la expresion de SMasas, por lo que PAC promueve la hidrdlisis
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de la SM (180). En los resultados expuestos, la quimioterapia PAC es capaz de perturbar la
via de los SL; sin embargo, no se pudo asignar a ningun inhibidor conocido (Figura 21), lo
que significa que probablemente perturba la via de los SL de manera diferente a los
inhibidores utilizados en este estudio. Es importante considerar que el modelo simplifica una

via méas compleja con un nimero limitado de inhibidores.

RESULTADOS ADICIONALES

Revisiones anteriores indican que SPA inhibe la autofagia y evita la formacién de
fagoforos (181). Mientras tanto, la HCQ inhibe la autofagia debido a la acidificacion
lisosomal y bloquea la fusion de AP con lisosomas, desencadenando la acumulacion de AP
(182). Por el contrario, los datos experimentales muestran que HCQ y SPA se mapearon
juntos en el mismo grupo (Figura 20), lo que sugiere que presentan un comportamiento
similar para este modelo celular. Una posible explicacion para esta discrepancia es que ambas
perturbaciones tienen consecuencias similares a nivel del efecto sobre la distribucion de SL,
aunque tengan efectos diferentes sobre la autofagia, por lo tanto, no fue posible para el
algoritmo separarlas y mapearlas correctamente. En consecuencia, la Figura 21 muestra que
SPA fue mapeada inhibiendo el fagéforo, y la HCQ fue mapeada junto con ACI porque la
inhibicion de la acidificacion del autofagolisosoma no le permitiria alcanzar el pH dptimo
para la correcta activacion de las ceramidasas acidas; por lo tanto, tendria un papel similar al
de este inhibidor (183).
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones

La quimioterapia se utiliza cominmente para tratar el cancer, pero tiene beneficios de
supervivencia limitados debido a su alta toxicidad (184) y la resistencia farmacolégica debida
al desarrollo neoplasico. Este proyecto de tesis se basd en la caracterizacion de la
heterogeneidad tumoral como una herramienta para mapear los SL en el destino celular y la

sefializacién del estrés.

Con base en los resultados obtenidos de este trabajo, se propone una estrategia para
el tratamiento farmacol6gico combinatorio destinada a aumentar los niveles de SL
antitumorales en compartimentos criticos, lo que lleva a interacciones sinérgicas para mejorar

los efectos antineopléasicos de la quimioterapia.

El uso de analogos de SL fluorescentes y sensores moleculares de autofagia
proporciond informacion valiosa sobre las interacciones citotoxicas de diversos agentes
quimioterapéuticos, incluidos EPI, CIS y PAC, en combinacion con inhibidores de la via de

los SL y moduladores de la autofagia.

Los resultados revelaron una sinergia significativa, particularmente entre la EP1 y los
inductores de autofagia (RAP y TOR), lo que lleva a una fuerte reduccion de la viabilidad
celular. EI CIS también demostré efectos sinérgicos cuando se combina con un inhibidor de
la ceramidasa. Sin embargo, PAC exhibi6 principalmente efectos antagdnicos cuando se usé

en combinacion con estos moduladores de autofagia.

El modelo sinérgico proporciond informacion critica sobre la influencia de la
quimioterapia en la via de los SL, lo que sugiere que la combinacion de quimioterapias con
inductores de autofagia aumenta la formacion de vesiculas, potencialmente relacionadas con

la acumulacion de Cer, desencadenantes de la muerte celular.

A traveés de un analisis del metabolismo de los SL y el flujo autofagico en el contexto

de interacciones quimioterapéuticas y utilizando un modelo de cancer de pulmén A549, los
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resultados mostrados establecen la base para el disefio de nuevos protocolos terapéuticos con
potenciales aplicaciones clinicas, con el objetivo de mejorar la quimiosensibilidad en tumores

heterogéneos y asi potenciar la eficiencia y eficacia de los tratamientos contra el cancer.

7.2 Recomendaciones

Algunas consideraciones que podrian tomarse en cuenta para posteriores estudios en
esta linea de investigacion incluyen los ensayos cuantitativos de los AP asociados al
metabolismo de SL y a la autofagia, dado que estas cuantificaciones no fueron parte del

alcance de este proyecto.

Asimismo, se podria sugerir estudios que permitan determinar la identidad de los SL
gue se acumulan dentro de los AP en crecimiento, bajo condiciones en las que se bloguea la
degradacién autofagosémica y la degradacién a nivel de SL. Esto permitiria comprobar la
hipétesis de que potencialmente la Cer es el SL presente en este proceso, lo cual justificaria

la muerte celular ante las sinergias de EPI con los moduladores de autofagia RAP y TOR.

Por otra parte, considerando las limitaciones del uso de un fluor6foro de gran tamafio
como BODIPY, con gran impedimento estérico en su estructura, se podria sugerir el uso de
SL bifuncionales (SL- Bif), los cuales presentan un fluoréforo quimicamente acoplado
(mediante una reaccion denominada click reaction (Anexo 4), mas pequefio y con una mayor
similitud al SL celular endégeno (185), lo cual permite rastrear de manera mas directa el
comportamiento dindmico de las especies de la via de los SL sin la interferencia que generan
los fluor6foros voluminoso en la sefializacion celular (126). Pese a que se hicieron todos los
esfuerzos por aplicar las técnicas bifuncionales como parte de este trabajo, no fue posible

debido a limitaciones de reactivos y tiempos de entrega.

Finalmente, se podria sugerir el uso de herramientas como el microscopio NanoLive
(https://www.nanolive.ch/), el cual permite un analisis ilimitado de células vivas e inclusive
en 3D, sin necesidad de afiadir fluor6foros, de manera que se pueden tomar imagenes en el
tiempo o en un momento especifico, lo cual facilita el estudio del comportamiento celular

ante perturbaciones desde su conformacion enddgena.
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SOBRE ESTA TESIS

De este trabajo se deriva una publicacion cientifica (noviembre 2023) en Cells
Journal (DOI: 10.3390/cells12222588) con el titulo “Sphingolipid-based synergistic

interactions to enhance chemosensitivity in lung cancer cells” (Anexo 8).

Adicionalmente, estos resultados fueron presentados en el evento FEBS Special
Meeting on Sphingolipid Biology: the dawn of a new era (SLBio0l2023), el pasado octubre
2023 en Funchal, Isla de Madeira, Portugal, donde la ponencia oral fue ganadora del premio

“Short Talk Award” en el congreso (Anexo 5).

Posterior al evento en Portugal, se recibi6 una invitacién para presentar los resultados
en el evento Glycolipid and Sphingolipid Biology del Gordon Research Seminar (GRS) y
Gordon Research Conference (GRC) que tuvo lugar en febrero 2024 en Galveston, Texas,
EE.UU. En este ultimo evento se presentaron los resultados tanto en forma oral (GRS) como
en la sesion de poster (GRC) (Anexo 6).

Finalmente, estos resultados también fueron presentados en el evento XV
Sphingolipid Club Meeting, mediante una ponencia oral, que tuvo lugar en la Universidad
Friedrich-Alexander, en Erlangen, Alemania en setiembre 2024 (Anexo 7).
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CAPITULO IX. ANEXOS

Anexo 1: Identificacién de las principales quimioterapias con efectos sinérgicos en
las lineas celulares A549 y MCF-9

Segun los resultados preliminares obtenidos, se determina que las principales
quimioterapias que tienen efectos sinérgicos con inhibidores de la via de los SL son EPI, CIS
y PAC, tanto para la linea celular de cancer de mama (Figura 23) como para la linea celular

de céncer de pulmon (Figura 24).
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Figura 23. Analisis de viabilidad celular para la linea celular de cancer de mama (MCF-7 —
WT) para la determinacién de las principales quimioterapias con efectos sinérgicos

inductores de muerte celular (156).
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TABLA 5: SINERGISMO 1 FOLD CON VIABILIDAD
EPI s PAC
Individual | 80,01 52,16 55,51
SKI 91,17 0,2 0.2
PDMP 37,33 0,0 0,1 -0,2
DES 80,16 0,1 0,2 0,2
M 91,93 -0,2
D609 75,08 0,2 0,0 -0,2
D 70,99 0,2 -0,1
GW 69,79 0.1 0,1 0.1
MYR 63,77 0,1 0,2 0,0
RAP 84,96 0.2 -0,2
HCQ 65,05 0,1 0.2 -0,1
SPA 92,61 0,1 0,2
TOR 65,72 0.2 0,0

Figura 24. Andlisis de viabilidad celular para la linea celular de cancer de pulmon (A549 —
WT) para la determinacion de las principales quimioterapias con efectos sinérgicos

inductores de muerte celular (143).
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Anexo 2: Disefio del protocolo de reconocimiento de imagenes (pipeline) para la
evaluacion de la sonda fluorescente SM-BOD en las lineas celulares A549— WT y
MCF-7— WT.

A continuacién, se presenta el protocolo disefiado para el reconocimiento de imagenes que
permitio el analisis del metabolismo de la sonda fluorescente SM-BOD mediante el software
CellProfiler, en su configuracion general (Figura 25) y el detalle del pipeline con cada

maodulo disefiado (Figura 26).
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Figura 25. Pipeline general para la evaluacion de la sonda fluorescente SM-BOD en las
lineas celulares A549 — WT y MCF — 7. Fuente: extraido del pipeline elaborado en el
software CellProfiler.
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Figura 26. Pipeline detallado para la evaluacion de la sonda SM-BOD en la linea celular de
cancer de pulmon A549— WT. Fuente: elaboracion propia mediante los resultados obtenidos

del software CellProfiler.
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Anexo 3: Disefio del protocolo de reconocimiento de imagenes (pipeline) para la

evaluacién del flujo autofagico en las lineas celulares estables A549— LC3/m-Cherry

y MCF-7— LC3/m-Cherry.
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Figura 27. Pipeline general para la evaluacién del flujo autofagico en las lineas celulares
estables A549— LC3/m-Cherry y MCF-7— LC3/m-Cherry. Fuente: extraido del pipeline

elaborado en el software CellProfiler.
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Figura 28. Pipeline detallado para la evaluacion de la citotoxicidad mediada por autofagia,
marcado con LC3/m-Cherry en la linea celular de céncer de pulmén A549. Fuente:

elaboracion propia mediante los resultados obtenidos del software CellProfiler.
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Anexo 4: Sintesis de un esfingolipido bifuncional de &cido graso (pacFA) para
comparar su funcionalidad en el metabolismo de esfingolipidos con la sonda
fluorescente SM-BOD

Los esfingolipidos bifuncionales (SL-Bif) son especies a las que quimicamente se les
une grupos fotoactivables (grupo diazirina) y clickables (grupo alquino terminal) que no

interfieren significativamente con su actividad bioldgica (Figura 29A) (149).
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Figura 29. Reaccion de click para la formacién de esfingolipidos bifuncionales. (A) Sintesis
de un esfingolipido bifuncional de acido graso (pacFA). (B) Esquema general del perfil in
vivo de las interacciones celulares de lipido-proteina. Fuente: tomado de Haberkant et al.
(2013) (185).
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Mediante esta tecnologia, la fotoactivacion con radiacion ultravioleta (UV) permite
que el SL interactte con una proteina transmembrana, lo cual promueve el entrecruzamiento
quimico y “fijaciéon” del SL a esta proteina. En un segundo paso, el grupo clickable se
derivatiza con una molécula reportera, como lo puede ser un fluoréforo, de manera que la
molécula se une a la sonda mediante una reaccion de click (click reaction), permitiendo
revelar o visualizar, incluso purificar, el complejo lipido-proteina entrecruzado mediante
microscopia (Figura 29A); adicionalmente, se pueden realizar analisis de protedmica para

validar resultados (Figura 29B) y asi evidenciar la actividad bioldgica del SL (149, 185).

Estos SL-Bif se originan a partir de esfingosina bifuncional (Ilamada pacSo), la cual
se incorpora al metabolismo tal y como sucede con la So enddgena, llevando a la produccion
de especies bifuncionales de ceramida (pacCer), esfingomielina (pacSM), glucosilceramida
(pacGlu-Cer) y otros que pueden ser monitoreados por métodos cromatograficos y
microscopicos (185). Asi se puede rastrear de manera méas directa el comportamiento
dinamico de las especies de la via de SL, sin la interferencia de grupos que generen

impedimento estérico (como la sonda BODIPY) en la sefializacion celular (126).
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Anexo 5: Participacion en el congreso FEBS Special Meeting, Sphingolipids Biology:
the dawn of a new era, que tuvo lugar en la Isla de Madeira, Portugal, del 8 al 13 de
Octubre, 2023.
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Anexo 6: Participacion en el congreso Gordon Research Seminar (GRS - presentando
un Short Talk) y Gordon Research Conference (GRC - presentando un poster), que
tuvo lugar en Galveston, Texas, EE.UU, del 17 al 23 de Febrero, 2024.
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Anexo 8: Articulo cientifico publicado “Sphingolipid-based Synergistic Interactions

to Enhance Chemosensitivity in Lung Cancer Cells” con los resultados de la tesis, en

la revista Cells, en Noviembre 2023 (DOI: https://doi.org/10.3390/cells12222588).
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Abstract: Tumor heterogencity beads to dineg resistance in cancer treatment with the crocial Fode of
sphangolipids in cell fate ard steess sigraling. YWe analyzed sphingediped metabolism and autophagic
flux to study chemotherapeutbic interactions on the AS4Y lung cancer model. Loaded cells with
flucrescent sphingomoeelin analog (BODIFY) and mCherry=ECFP-LC3E wiere used to track autophagic
flux and assess cytotoodcity when oells are expesed to chemotherapy (epirubicin, csplatin, and
paclitawel) together with sphingolipid pathway inhibitors and autophagy modulabers. Owr ocll
mode] approach emploved fucrescent sphingolipid blosensors and a Caussian Misture Model of cell
heterogenseity profiles to map the influence of chemotherapy on the sphingolipid pathway and infer
potential synergistic inberactions. Results showed significant synergy, especially when combining
epirubicin with autophagy inducers (rmpamycin and Torin), reducing cell viability. Cisplatin also
svrirgized with a ceramidase inhdbitor. However, paclitaxe] often bed to antagonistic effects. Our
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tiom, possibly linked to ceramide acoumulation, triggering oell death. However, the in silico
mindel proposed ceramide acoumulatien n atophagoeomes, amd konetic analysis provided evidence
of sphingolipid coloralization in autophagoeomes. Farther rescarch is needed to identify specific
sphingolipids aocumulating in autophagosomes. These findings offer insights into pobenbal strategies
for overcoming chemotherapy resistance by targeting the sphingaolipid pathway.

Keywords: cancer; sphingolipids pathway; BODIFY, synergisms; autophagy

L. Introduction

Az one of the leading causes of mortality, cancer consfitutes an important health bur-
den worldwide [1,2] associated with aging and population lifestyle [3]. Cancer is associated
with the unregulated proliferation of tumor cells; rather than responding appropriately to
the signals that control normal cell behavior, cancer cells grow and divide uncontrolled [4].
Indeed, cancer cells can invade normal tssues and nrsalu-and E'l."ﬂ'ﬂ.'l.llu_'!.' I'F'I.'E-'ld IIu'nuﬁh—
out the body [4,5]. The none-specific systemic inflammation from metastases i the major
cause of mortality in cancer [1].

[ha.rmﬁ rh'nd}mamicdisua.lr_mnﬂcmﬂly beromie mmare: Asa
resulb of this | o ":,, the i inclode a diverse collechon of oz=lls hﬂl‘lll:ll'n'lﬁ
distinct molecular characteristics [6,7]. Cellular heterogeneity confers tumor robustness

Cells Bi¥Y, 12, 1568, higgn: f it 0300 el k1 2307585

hitpsc) Swwnmdplooen fpamal fodlls
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against chemotherapy, and this property of ch i ce oontinuees fo be the main
obstacle to the effective treatment of cancer patients [5,9]. In addition, the DMNA sequence
can be changed due to copying emmors introduced by DMNA polymerazes during replication.
The importance of DMA damage and repair became evident because carcinogens are
mutagens and cause a change i the DNA sequence [10]. Thus, carcinogens target the
genetic material, contributing o the evolution of cancer cells toward more malignant
phenotypes [11].

Lung cancer cells present defects in regulating normal cell proliferation and home-
ostasis because of a series of genetic and epigenetic alterations that trigger the processes of
invasion, metastasis, and rest ce to cancer therapy [12,13]. Additionally, due to its inci-
dence and mortality, this kind of cancer has been the most commaon cancer worldwide since
1985 [14,15]. Therefore, we are interested in studying hing cancer cell lines a= experimental
mixdels to identify potential strategies o overcome chemotherapy resistance, focusing on
the sphingolipid pathoway.

Indeed, sphingnlipids (5Ls) are one of the major dasses of lipids that are present
in the plasma membrane of eukaryotic cells [16]; the SL has a hydrophobic region of a
sphingoid long~chain base and a fatty acid linked by an amide bond [17]. The sphingolipid
:iﬁnalmﬁ 'Pmi'ma}'{SL paﬂ'n\'a:,'! isa rmrple-x'bhﬂuﬁhl!}':tm that inlrﬁrabe: different
cellular stress signals and reports dynamic phenoty pes related to the induction of cell
death pathways [15]. Thus, the balance of certain SLs defines cell fate, which plays an
important roke in various aspects of cancer biology, inchuding apoptosis, cell pmoliferation,
cell migration, senescence, and inflammation [19-21].

The major metabolites mvolved in the regulation of mechanisms related to cancer
binlogy ane ceramide (Cer), sphingosine (S0, and its phosphorylated metabolites ceramide
1-phosphate (C1T) and sphingosine 1-phosphate (S1TF), respectively [22,73]. The balance
between pro-death and pro-survival metabolites determines the cell fate, and the system
that keeps this balance is called Sl-rheostat [24.25]. Several studies report that Cer, So,
51F, and glucosylceramide {(GluCer) are regulators in apoptosis, cell proliferation, cell
migration, senescence, or inflammation processes [26]. So and Cer promote signaling
mechanisms associated with cell death, such 2= apopiosis induction, cell cycle arrest, cell
differentiation, and senescenos, so that So and Eﬁmmhﬁﬂﬁ.ﬂd ﬂmﬁ-tu.mnr-urpm-—
cell death sphingolipids [16,27]. Meanwhile, the glveosylation of Cer and the consequent
formation of GheCer has been established as a marker of multidrug resistance [25], and
it functions as a pro-survival sphingolipid [16,27]. In contrast, S1F and C1F are potent
muolecules inducing cell proliferation [15,22]

The changes can strongly inflwence this 5L pathway's availability of enzyme substrates
in several compartments, such as the lysosome [29]. It therefore can be potentially altered
by the autophagic flux of sphingolipids. Autophagy involves enclosing damaged proteins
and organelles within membrane structhures and delivering these molecules to the lytic com-
partments [30,31]. It is induced in response to starvation, reactive oxvgen species, hypoxia,
infection, and druegs [25,29,31). This process is subdivided into theee types: microautophagy,
where }:,rmhu :nﬁu]l q,rlnmltc components; du'pem—mﬂduud aulq:d'lan; which uses
transport proteins for moving components inbo lysosome; and macroautophagy, where pro-
tein= and organelles are enchosed mto autophagolysosomes (autophagrsomes that merge
wiith lysosomes), to complete the degradation [32).

Autophagy begins with the formation of the phagophore, mediated by the ULK] com-
PlEi.' theer, pluﬁq:!.hnm nusclesbiom rl.-q.urc:-'ﬂtephn:p]'u:unnﬂhde Ikinase (FIZK) rn'u'lpbt
(ATGIL, VIS, Beclin-1, and V515 proteins) to form the autophagosome. Autophago-
SOTRES requije'ﬂu I.'ip:idal:i.lmnd:'LE to bormm LC3I, and ﬁ:lull:,r. H'l:-aull:q:luﬂuum:ﬁu:l
with a If:-nmn:,fﬂnninﬁ H'Eaulnpluﬁo}rme_ bad'mﬁ mﬂrd:gradaﬁumufd:arsn
organelles and cytosolic proteins [25,29,31).

In e dakom, pcrl:-\"iu.l: reports suggest that ﬂ'u:-pcmpﬂ:i.rm of auln-pluw d.zpcrd:
on sphingolipid production [31], attributable to its role in the formation of autophago-
somes, the mal'urali.nnnl'vruu]m’p:rm-m'lh.- formation of the Fut—wu'tﬂplupmal
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structure [31,33]. The role of S1F receptor expression was also linked to the regulation
of autophagy; according to Chosal ef al. (2016), changes in 51F recepior expression are
concurrent to the activation of autophagy, likely directing cancer cells towand death [34].
51F receptors have been identified as mediators of autophagy and 'Prni:nﬂ.umnulur_gr -
fects [35,36]

FI3K is the enzyme that produces the phosphatidylinositol 3-phosphate (FI3F) and
regulates the trafficking of proteins and vesicles, and it is involved in phagophore forma-
tiom. The mechanism involved in the fusion of incoming membranes o phagophore is
regulated by P13K and the Unc-51-like autophagy-activating kinase (ULK); these enzymes
promite the formation and stabilization of phagophore curvature via the production of
PI3F, regulating the double membrane formation [29]. Acid sphingomovelinase is mainly
bocated wakhin the mdmulfl}m] compartment, anad it is cormelated with the cellular
stress response and may become preferentially transported o the outer cell membrane [37].
Fimally, the fusion of the autophagesome with the hysosome o produce the *aotol ysosome™
iz mediated by the small GG protein Rab? and cellular cytoskeleton [2%)

In addition, it is known that autophagy is a metabolic process that contributes to cell
death and its regulation [35]. However, it is unknown whether the regulation of cell death
by autophagy is mtuenced by its effect on the availability of S1L enzyme substrates upon
:ha.rgu m the Hux of membranes I'ru'mﬂ'h:auln'p&ugmmm the I_y:-nmnﬂ. Henoe, L3
I/ LCEPE is the mhprntﬂn hmm‘nmb:direcﬂ}' associabed with Ih:al.rmpl'ugumnul
membrane throughout the process of autophagy and thus is a widely used marker of au-
tophagosomes [25,39]. In this study, we will analyze the behavior of a.l.l.u:'phag\ madulators
such as Rapamycin (RAF), Hydrosychlorngume (HOQ), Spautin (5PA), and Torin {TOR)
when they are combined with chemotherapentic drugs to treat cancer cells in the
of a fluorescent 5L bicsensor to map the effects of such perturbations on the 5L pathway:

Fluorescent sphingolipids analogs (SL-analogs) have been extensively used to study
the dynamics and structure of plasma membranes. BODHFY I’Iunrn-pl'uwe'nm.:nfﬂu
highlight SL-analogs to study the 5L synthesis and transport abong secretory pathways in
rl.lhq,"nli' cells. Als, it i= useful for mualm.rg membrane domains in Ii.\".i:ns cells based
on concentration-dependent fluorescence properties [40,41].

Onr previous studies included in vitro and in silico assays to identify metabolic differ-
ences i the SL-rheostat of murine ghoma cells with astrocytes using an SM-BOD probe
[=phingmmyelin labeled with BODIFY). We inferred the 5L metabolic pathraay topology
related o the probe movement in different cell compartments [23]. Moreover, SM-B0D was
used to analyze the SL distribution in plasma membranes [42]. Afterward, we constructed
and fitted a dynamic mathematical model based on the metabolism kinetics of the SM-BOD
probe to simulate the total ﬂmk\tldmgﬂupmpﬂnn'baﬁ.ﬂu. We combined the
ordinary differential equations (ODE) to infer the metabolizm of SM-BOD with Ganssian
Mixture Modeling {GMM] to map bow the chemotherapy is sensed in the S1L pathway
based on cell heterogeneity profiles [43] and a fuzzy bogic model to derive rules for making
predictions about drug combinations o enhance cell death and overcome thereby the drug
resistance [44,43].

In the current report, we aimed to identify the possible mechanism of synergistic
mieractions of chemotherapy with inhibitors uE SL-pathway enzymes and autophagy
muddm;unagngﬂuhduvurufaﬂmutrphmsphpdmhguahmm toy mnap
the activity of each drug on a simple network of the 5L pathway by the similarity in their
perturbation-based heterogeneity profiles. Unce mapped, it is possible to infer the changes
in 5L composition upon dreg combinations to formulate a hypothesis for those synergistic
mteractions. Hereby, we report that epirubicin has a significant synergistic cytotoxecity
when combmed wath the au'h:-pl‘um.- inducers Torin and rapam}'cin or thee aced f mentral
ceramidase inhibitors. The mapping of these perturbations to the 5L pathway suggests
that those= dn.l.g combmations induce the colocalization of Hls in several cell compartments,
potentially explaining the strong increase in cytoboxicity. The experimental evaluation of
these interactions suggests that combining autophagy indwcers with epirubicin leads toa



Cells 2023, 12, 2588

40f17

strong colocalization of SLs. This sphingolipid-centered rationale for drug combination
offers an interesting strategy to overcome drug resistance. It highlights the importance of
the SL pathway as a stress biosensor for cell fate decisions.

2 Materials and Methods

The methodology described here is based on our previous publications (Quiras et al.
(2018) and Molina et al. (2018)); however, we adapted the procedure to our cancer cell
line [43,44).

2.1. Cell Culture for A549 Wild Type (WT)

To evaluate the SL composition, an A549 lung cancer cell line (WT) from a human
lung carcinoma obtained from the NCI-60 panel was grown. The culture medium was
RPMI (1640 Gibeo, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), supplemented with 1% of
penicillin, streptomycin, and amphotericin B (Anti-Anti Gibco, Life Technologies, Roskilde,
Denmark); L-alanil-L-glutamine 1% (GlutaMAX Gibeo, Life Technologies, Grand Island,
NY, USA) and fetal bovine serum 10% (FBS Giboo, Life Technologies, Eugene, OR, USA).
The cultures were incubated at 37 °C (COz 5%), and trypsin (TryPLE™ Express Gibco, Life
Technologies, Roskilde, Denmark) was used to dissociate adherent cells.

2.2. mCherry-EGFP-LC3B Retroviral Vectors Assembly

Retroviral particles were generated in 60% confluent A549 cells monolayers via triple
transfection with polyetilenimide (Polysciences 23966) of the transfer plasmid pBABE-puro
mCherry-EGFP-LC3B [46] (provided by Javanta Debnath, Addgene plasmid #22418), the
packaging plasmid pCL-Eco (provided by Inder Verma, Addgene plasmid #12371), and the
envelope plasmid pMD2.G (provided by Didier Trono, Addgene plasmid #12259) [47]. At
72 h post-transfection, virus-containing media were collected, filtered through a 0.45 um
pore membrane, supplemented with 5 ug/mL polybrene (Sigma H9268, St. Louis, MO,
USA), and stored at —80 °C.

2.3. Gemeration and Sorting of Stable A549 mCherry-EGFP-LC3B Cell Line
A549 cell monolayers (80% confluency) were transduced with retroviral particles
carrying the mCherry-1.C3B construct and centrifuged for 2hat 453 gat 25°C. At 72 h
uction, cells were selected with 4 ug/ml puromycin (Sigma P8833) in RPMI
1640 with 10% FBS for 2 days. Cell sub-populations with homogeneous expression levels
of the mCherry-LC3B construct were isolated for each cell line via fluorescence-activated
cell sorting in a BD FACSJazz™ cell sorter (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Sorted
cells were cultured in RPMI 1640 with 10% FBS with 4 ug/mL puromycin. The A549
mCherry-EGFP-LC3EB cell line allowed us to track the autophagy process in the kinetic
assay for the SL metabolism.

2.4. Evaluation of the SM-BOD Metabolism

To evaluate the kinetics, lung cancer cells (A549 WT and A549 mCherry-EGFP-LC3B)
were treated with an SM-BODIPY fluorescent probe (Invitrogen™, Eugene, OR, USA),
which was incorporated into the metabolism by the respective cellular machinery. Ina
96-well plate, the A549 cell line was plated using a volume of 100 uL /well of cell suspension
(supplemented RPMI 1640: FBS 10%, anti-anti 1%, and GlutaMAX 1%)at 1.5 x 10° cells/mL.
1t was incubated at 37 °C for 24 h (CO; 5%) to promote cellular adhesion. Then, the culture
medium was removed, and 50 pl of non-supplemented RPMI (FBS 0%, anti-anti 1%, and
GlutaMAX 1%) containing SM-BOD 2 uM (BODIFY FL C5 SPHINGOMYELIN Molecular
Probes, Life Technologies, Eugene, OR, USA) and Hoechst 3.8 ug/ml (Molecular Probes,
Life Technologies, Eugene, OR, USA) were added. Staining was incubated for 10 min at
37 °C; when the incubation time finished, 2 washes with 100 uL of non-supplemented
RPMI were added immediately.
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Mext, 50 ulniﬂ.rpplemmn:l EPMI was added to =ach well of H'Ep]a'h:wiﬂ'i FES 1%
and puq:!i.di.l.un indide l_l"l}ﬂ.l!llm;g.u'mL I‘m".iuu.'ll_'!.', we standardized that with those con-
centrations of FBS and FI, H'le-imaged:ﬁnili.mnbtai‘ud from the fleorescence I:I1.'.I:I.'I:Ii:l:||1l!|'
Was n-p‘limum, amd I‘J‘Eb.ll:l’.sl‘ﬂlﬂ'ﬂ noEe was minimal. After that, we d.HI.EI'I. a kinetic
assay o evaluate synergisms or antagonisms of single and double perturbations. Thus,
50wl fweell of uiuhmﬂﬂra:hu@hpud palhw':,r_ m.ltnpluw meadubators, chemother-
apeutic drugs, or culture medium (controds) were added to the EFMI medium (FBS 1%,
anti-anti 1%, GlutaMAX 1%, and P1002 mg/mLL

Dwuble treatments combined chemotherapies and perturbations {inhibitors of the
5L pathway or autophagy modulators). The inhibitors of 5L pathway enzymes were SKI
(Sphingesine kinase 11 inhibitor, 4.13 pb, Cayman Chemical, Ann Arbor, M1, USA), FOMP
[Glucosyl ceramide synthase inhibitor, 2026 pbd, ENZO Life Sciences, Farmingdale, WY,
USA), DES (Desipramine, acid sphingomyelinase inhibitor and acid ceramidase, 1032 uMd,
ENZAY Life Sciences, Farmingdale, WY, USA), MOl {Mewtral/alkaline ceramidase inhibitor,
11062 |.|M.an:r|1.m Chemical, Ann Arbor, MI, USA), D609 I:S'Ph.'ing,um:,.'eli.ns_gmﬂm:in—
hibitor, 167.62 pM, ENZO Life Sciences, Farmingdale, NY, USA), ACT (Acid ceramidase
inhibitor, 5.92 uh, Cayman Chemical, Ann Arbor, M1, USA), GW (Meutral sphingomyeli-
nase inhibitor, 1.16 i, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), and MYR {Myriocin,
serine palmitoyliransferase inhibitor, 1246 phd, EMD Millipore Corp, Danvers, MA, USA).

Tha= :h.en'm'ﬂ'mmpeul:ir druF evaluated included EFl [e-puru]:!l.:ln,ﬂEE uldd, Sandoe,
Vienna, Austia), CI% {cisplatin, 13.32 uM, Phizer, Sydney, Auvstralia), and PAC (paclitaxel,
1.76 pM, AqVida, Hamburg, Germany). The autophagy modulators were RAP [Rapamoycin,
L.00 pid, Sigma-Aldrich), HOQ (Hydrmoorchloroquine-1, 2500 phd, Sigma-Aldrich), SPA
(Spautin-2, H0L00 uh, Sigma-Aldrich), and TOR (Torin-2, 1.00 pb, Stgma-Aldrich).

To mesnifor the behavior of the Sh‘l-mmaﬁaim:t different p:rl'l.u'hu'l:im‘l.i, fha-
Orescence images were acquired using aubomated flunrescence microscopy {Cytation
3™ Bioteck, Winooski, VT, USA) with DAPL, Texas Bed, and GFF channel every 6 h
for 72 h {Figure 1). Furthermaore, an automatic analysis with CellProfiler 4.1.3 software
(wwwcellprofiler.org 28 Movember 2027) allowed us to obtain 153 flu features
with :inﬁ;l-e—cdl resclution, -I'H.']'I.'Id.iﬂﬁ m.lre,:rrm-phnlnﬁ':,l;a.n:l hlﬂuil}rfem ITCHECAET,
this protocol estimated the cytotoxicity of each perturbation using Fl stain to evaluate
synergisms or antagonismes of double treatments.

A-nnmdirlsln Il'lec_g,"u'llm:i:il.ydata obtained from CellProfiler sofbw are, it was 'Pn-ui-
ble to obtain synergistic or antagonistic values (shown in Figure ) using the following
equations [45}

Experimental cytotoxicity(%) = H ()

Experimental viability(%) = 100 — {Experimental cytotoxicity %) )
Expected viability(%) = =i riaility, (%) =gl visbily, [%)

Single viability 1 : Single interaction for the chemotherapeutic drug 3]

Single viability 2 : Single interaction for the inhibitor of the 5L pathway
Dipuble interaction (%) = {Etpe:ln:l. \nalnhlﬂ - [F_tpu'lmema] '|.i.'|]:||l|.t'|.'} {4)

Double interaction (%)

Interaction ratin =
Ty

5



122

Cells 2023, 12, 2588 Sof 17

L ) Do adMa b

I

Livetalh

1iged imsnpe, cyihe 81

C [P BEM bt b b be] by Lwe et Cobatlimape ek Doeviay

Figure 1. Imaging analysis for the subcellular segmentation (nuclet /cytoplasm) for the lung cancer
cell model (A549 WT) by fluorescence micrascopy. (A) Nucled analysis stained with Hoechst and
propidium lodide (PI) using DAPI and Texas Red channels, respectively; (A1) nucled of all cells
obtained by adding the signal emitted by DAP] and Texas Red channels; (A2) nuclear recognition
by the protocol designed using CellProfiler software; (A3) nuclel identification of all detected cells;
(A4) nuclel identification of dead cells by Texas Red channel. (B) SM-BOD probe analysis by GFP
channel; (B1) sphingolipids labeled with the fluoeescent probe; (B2) complete cells recognition by
the protocol designed using CellProfiler software; (B3) identification of all complete cells; (B4) dead
cell (A4) removal from the complete cells identified in b3 to obtain only hive cells. (C) Cell viability
analysss; (C1) complete viable cells; (C2) nuclel viable cells; (C3) tricolor image of signals fram DAPL,
GFF, and Texas Red channeds for all cells; (C4) live cells removal from the complete cells to sdentify
the overlay for dead cells. Scale: 100 pm.
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Figure 2. Cell viability analysis at 48 h from the A549 cell line (WT) enables the recognition of
chemotherapyeinhibitor interactions. (A) Percentage of expected cell viability for single and double
treatments; (B) percentage of experimental cell viability for single and double treatments; (C) syners
gistic and antagonistic interactions of chemotherapeutic drugs and perturbations of the SL pathway.
EPL: Epirubicin; CIS: Cisplatin; PAC: Paclitaxel; SKI: Sphingosine kinase Il inhsbitor; PDMP: Clu-
cosyl ceramide synthase inhdbitor; DES: Desipramine, acid sphingomyelinase inhibitor and acid
ceramidase; NCI: Neutral/alkaline ceramidase inhibitor; De09: Sphingomyelin synthase inhibitor;
ACE Acid ceramidase inhdbitor; GW: Neutral sphingomyelinase inhibitor; MYR: Myriocin, serine
palmitoyltransferase inhibitor; RAP: Rapamycdin; HCQ: Hydroxychloroquines1; SPA: Spautine2;
TOR: Torine2.

2.5. Model Topology for the Metabolic Fate of SM-BOD

A support vector machine algorithm in R Studio 8.13 Software was applied to reduce
the features related to the fluorescence probe and nuclear attributes from the experimental
protocol. The algorithm allowed the extraction and organization of the features according
to the significance level.

With the selected features, 3 Gaussian Mixture Model (GMM, Figure 3) was applied
in the MATLAB 9.8 software [23] to identify the behavior of chemotherapeutic drugs on
the SL pathway, comparing their effect on the cellular heterogeneity profile with the effect
produced by known inhibitors of the SL metabolic pathway [43].
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Figure 3. The Caussian Mixture Mode! (CMM) enables the association of perturbations, potentially
explaining synergistic interactions. (A) GMM statistical optimization using MANOVA (pevaluc)

and =Log (likelihood) parameters. (B) Sedected-subpopulations interactions. (C) Caussian Mixture
Model plot of merged data. (D) Cell subspopulation classification in a 3D plot. (E) Dendrogram

plot. The enclosed pairs are the interactions of interest. (F) Subpopulation frequency related to the

perturbations applied. The different colors presented correspond to different cell subpopulations.
The cellular heterogeneity profile provided the information to perform clusters and to

associate different perturbations in a dendrogram, in which it was possible to define double
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interactions to identify synergisms and antagonisms. That profile allows us to infer how the
chemotherapeutic agents and inhibitors perturb the SL pathway for proposing a network
topology of the SL pathway for the AS49 lung cancer cell line based on the metabolism of
the SM-BOD probe (Figure 1).

Figure 4. Model topology for the AS39 hung cancer cell line of the metabolic fate of a flucrescents

sphingomyelin analog (SM=-BOD) with the autophagic process (dotted circles; P: phagophaore, AP: au-
tophagosome and AL: autophagolyscsome) allows inferring how the different chemotherapeutic
agents and inhibitors perturb the SL pathway.

3. Results
3L MﬂzlﬂMMAuWMMsmdh&&Mﬁf& Sphingolipid
Plﬂmqb Cytotoxicity
To develop the kinetic assays for feature extraction with single-cell resolution, we

designed a protocol of image segmentation to evaluate the effect of single and double
perturbations of ﬂ\eSLpalhm(mh:hbnotaﬂop!usymoduLﬂmsandchanoﬂmpm
tic drugs) in single cells, using the CellProfiler software. Figure 1 shows the segmented
images using fluorescence microscopy for the lung cancer cell model; cell nuclel recognized
with Hoechst and propidium iodide (P1) probes (Figure 1A) and the presence of fluores-
cent sphingomyelin probe that was analyzed in the GFP channel (shown in Figure 1B),
both enabled us to analyze cell viability as it is shown in Figure 1C. These results suggest
perturbation-associated changes in the SL. metabolism that can be monitored with single-
cell resolution, using a PI probe to report cell death and a sphingomyelin fluorescent analog
to track SL metabolism.

Then, we calculated cell viability from the image data of the single and double interac-
tions of the previous kinetic assays (Sections 2 and 2.4, Equations (1)~5)). The expected
viability and experimental viability data are shown in Figure 2A,B, respectively, to identify
synergistic and antagonistic interactions for double treatments of chemotherapy-inhibitor
perturbations (Figure 2C).

The results associated with EP] indicate that the chemotherapy-modulator interaction
of EPI with RAP showed an important synergism leading to a decrease in viability to 14%
(ﬁm’ﬁ)mbthwmm without interaction of around 67%
(Figure 2A). According to these data, we obtained a synergistic effect of 0.5-fold, the higher
interaction reported in our results. Additionally, the synergism of EPI-TOR and EPI-ACI
was 0.4 for both cases, and the interaction of EPI-NCI was 0.3. In this way, we suggest that
the mechanism of action of EP1 interacts at the pathway level with the mTOR inhibitor
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prodein (TOR-EAF) and with the ceramidase inhibitor (ACE-NCT), leading to a significant
synergistic effect. Several wealker synergistic interactions were reported for EF] with 5K
DES, D60, GW, MYE, HUCQ, and 5PA. The double treatment of EPFFDMT reported no
mberaction, and no anl:ﬁu'u:m was observed in our results for EFi.'I'IJb'i.Ei:I'L

In addition, the chemotherapeutic drug cisplatin (C15) showed the maim synengism
with the neutral ceramidase inhibitor (MCT) of a 03-fold imcrease compared o the expected
cytotoxicity; the other condibions showed weaker synergistic interachons. A no-interachion
result was obtained for C15-D609, and no antagonism was reported in our resules.

The a.nal_y!u with pﬂ:hh:r:zl (PAC) demonstrated that most interactions showed an-
Ia@:rl'u-li: eftects, with H‘IE!IrI:l'I:EEﬂlI‘IhEI:I‘LiIIiE inberaction repm'lnd to be —0.4 with SPA.
Two weak synergisms with DES and GW (0.2 and 0.1, respectively) were also detected.

32 A GMM Model Heterogeneity P the Metabalic Fafe of @ Fluorescent
Analog Sugyesis tar i EEL g!wquin: Iﬂ!trudlfsﬂhppﬂdhﬁrE[

A support vector machine algorithm (B Software] was applied to ==lect and organize
the features extracted from the imaging analy=is (Sections 2 and 1.5). A Gaussian Mixiure
Model (CGMM, MATLAE Software) was performed fo establish a heterogeneity profile
fo infer the effect of unknown perturbations on the 51 pathway (chemotherapyl. We
used W9 =elected fluorescence features out of 153 total features extracted by imaging.
The cellular datasets for all conditions were merged inio a single dataset to identify the
miaximum number of normally distributed subpopulations [43] (Figure 2A-D). For this
purpose, we identified an optimal number of nine significant subpopulations by MANCYA
test (p < 0.5, Fi.glutl’g,ﬂ}.'l'h.-:n:b}-,a IE‘E’DEE‘IE:II.‘:[PI‘I‘!E].EMEE[ I‘J'I:‘fl‘ﬂl:lﬂﬂt:,"ﬂfﬂ:u.l
(Figure 3F] clustering to each of these subpopulations with the profle produced by a knowen
perturbation (Figure SE). EFI-ACT, EF-NCTL CIS-FDME, HOC-5PA, and RAP-TOR were the
chemotherapy-inhibitor interactions that could be mapped together due io the similarities
in their heterogeneity profiles. This enabled us to suggest that the influence of those
chemotherapeutic agents on the metabolic pathway of SM-BOD is like those corresponding
inhibitors of the SL-pathway enzymes.

Plext, we propose a network tnpnhg}- of Il'u:SLpalhmyfnrlh: AS-I'!]l.LnE cancer cell
line: (Figure 4) based on the metabolism of the Sh-BOD probe that we described in previous
studies [44,45]; the green baxes represent the fluorescent metabolites, the white ones indi-
cate loss of fluorescence and magenta boxes are the enzymes-inhibitors of the SL pathway.
W coupled this model topology of the autophagic process with its main steps enclosed in
dotted drcles (: phagophore, AF: autophagosome, and AL: autophagolysceomee).

According o the resulis obtamed from the GMM, we associated the chemotherapy-
imhibitor pairs (obtained from Sections 3 and 3.7) to map their interactions to the 5L pathway.
The yellow boxes represent the chemotherapeutic drugs sensed according to the clusters
identified on the d.md:usmm p]nt {FIEL‘I.I‘E 3E), which were EFI-MNCI, EPEFACT, and (15
FDME. EAP-TOR and SPA-HCD) auh:'p&um,r madulators (blue and EI‘E_!"bﬂK.Ei_, rﬂpn:livd‘:,r;
Figure J) were associated. 5till, it was impossible to map them to a known perturbation
withim the 5L p.ulhwa_'!.-. Taken 'IDF‘HIEI’, those results suggest that Iltd'l:mnmm.pﬁ:llic
treatments perturb the SL pathway similarly to their comesponding known inhibitors.

Furthermore, our model topology suggests potential mechanisms of those double
perturbations identified to have synergistic effects in cytotoxicity. The EFFACT and EP-MNCT
pairs potentially inhibit the synthesis of sphingosine (S0} and enhanice the concentration of
ceramide [Cer) in different cellular compartments. The inhibition of neutral ceramidase
by the EFF-NCI pair potentially increases the Cer content locally at the plasma membrane
(CEE_FM). Meanwhile, the inhibition of acid oceramidase En:!m'u.-b'r EPACT ineractiomn
leads o Cer accumulation in the bysosomal compartment. Moreover, the interaction of
CIS-FOMP potentially inhibits the glucosylceramide synthase to avoid the synthesis of
ghecosylceramide (GLU_CER), leading to an increase in Cer in the endoplasmic reticulum
and on the cytoselic side of the Golgi compartment.
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Our model topology also suggests that the interactions of chemotherapy with TOR
or RAP autophagy inducers stimulate the formation of autophagosomes to move cellular
material (including sphingolipids) from the plasma membrane (SM_PM) to the lysosomal
compartment (CER_LYS).

Like the aforementioned, the cluster of the autophagy inhibitors SPA-HCQ did not
map to any known perturbation of the SL pathway. According to our network model, SPA
inhibits the formation of the phagophore in the plasma membrane, and interestingly, HCQ
shows similar behavior to ACI, thereby inhibiting the acid ceramidase enzyme, potentially
preventing the formation of autophagolysosomes.

These results indicate that the heterogeneity profiles obtained from a GMM model of
the image features derived from the metabolic fate of a fluorescent sphingomyelin analog
enable the mapping of the influences of single perturbations on the SL pathway. This
topological mapping also enables us to suggest the mechanistic base of the synergistic
interactions between chemotherapeutic drugs and known perturbations of autophagy and
SL pathway.

3.3. mCherry-EGFP-LC3B and SM-BOD Cell Labeling Show That the Interactions of Epirubicin
with Torin and Rapamycin Stimulate the Accumulation of Awtophagosomes

According to our model topology, we hypothesized that interactions of chemother-
apeutic drugs with the autophagy inducers TOR and RAF lead to an increase in vesicles
potentially associated with the local accumulation of ceramide in those compartments
(Figure ). In order to confirm that hypothesis, we designed a composite image of control,
double, and single perturbations for the interactions of EPI-RAP and EPI-TOR in stable
AS49 mCherry-EGFP-LC3B cells labeled with SM-BOD (Figure 5) in order to visualize
the presence of fluorescently labeled (SL-loaded) autophagosomes for our experimental
conditions, using fluorescence microscopy.

TOR RAP

Figure 5. Kinetic analysis evidences the autophagy by increasing the autophagosome content for the
selected synergistic conditions at 24 h for the AS39 mCherry-ECFP-LC3B cells using fluorescence
microscopy. Imaging composite of control, single perturbations of EPI, RAP, and TOR, and double
perturbations of EPILRAP and EPLTOR. Scale: 100 um.
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'I'tri:nn'rpmlz IJHBEEB‘ &EAS&?mCEHw—EGFP—LEiEuIJ:{FW ) indeed shows

a mignificant increase in vesicles (the dotted pattern) for both symergistic conditions of EF]-

RAT and EFIF-TOR compared io their corresponding single perturbations and controd at 24 he

These results unveil a potential mechanism of synergism by the combimation of autophagy

inducers with inhibitors of ly=nsemal sphingodipid metabolism (or chemotherapeutic drugs

with a similar effect), Lﬂdiﬂﬁ tor & bocal Imcrease in :Ph'l'lgnll.pud: m H'mrauq:}usml
compartments inducing cell death.

4. Discussion

Sphimgolipids are essential strucural components of bisdogical membranes and are
crucial regulators of cellular processes [15]. Some SLs behave as second messengers in-
wolved in cell fate decisions, such as Cer [involved in cell death) and 51F (promotes cell
survival) [30]. In the present work, a fluorescent sphingomyelin analog probe enabled
cell segmentation by imaging and the determination of the level of chemosensitivity in
the A54% lung cancer cell line treated with different perturbations of the S1L pathway. The
cell viability anabysis defined the symergistic interactions that enhance or reduce the cyto-
tondc effect on thiz cell ine. Furthermore, we Fmplu:d a model I:npul.ng'_!.- with map'ped.
perturbations of the identified synergies to propose potential mechanisms explaining the
metabolic fate of the flucrescent biosensor. In addition, the composite images of the kinetic
asmays evidence the perturbation o the autophagic process for some specific conditions
where an increase in autophagosomes is observed with a concomitant colocalization of
flucrescent S1.

The BODHIFY = characterized as being one of the most useful fucrophores due to
its chemical and thermal stability and its properties as a fluorescent sensor o inberact
directly with different proteins and peptides [51]. We suggest that the use of BODIPY to
label a sphingolipid analog and track their cell metabolism is a promising stategy to find
synergistic interactions between chemotherapeutic agents and autophagy modulators or
inhibitors of the 51 pathway to enhance or reduce cytotoxicity.

The SM-BOD sen=or is bocabed I:I'I.'Ii.l'l]_'!.' m Ihz'pluma. membrane. A:-Iim:guum i is
internalized toward the Golgi apparatus, increasing, the signal at the perinuclear zone and
the affinity of Cer to this organelle (mediated by the interconversion from SM to Cer) [52]
which confirms the potential of SM-BOD to track the sphingolipid metabolism in cells
(Figure 1}. According to the symergies found in our resules (Figures 2 and 3}, we propesed
a cellular model for the ASAG l1.|r|5 cancer cell ne fo arla]!.-:n: thee SM-BOD metabolizm,
indud.inﬁaubq:luﬂi:cmpartn‘ml:.mdi.mctﬂx Ll\drracﬁm1belﬂmlkmm'ninrpm'tm1t
cellular processes i the context of double perturbations including chemotherapy and
autophagy modulators (Figure ).

The anthracycline EPI is a DM A-intercalating genotoxic drug wsed for cancer treat-
meenits [52], including lung cancer. This chemotherapeutic drug has many side effects related
fo its high toxicity and the emergence of chemoresistant neoplastic clones. Interestinghy,
anthracycline resistance is associated with an adjuestment in the metabolism of lipids and
the autophagic process [54,55]. In addition, EF1 treatment modulates the S1 metabolic
pathway and regulates autophagy in a cell type-specific manner [53,56] previous reports
described that anthracydines trigger the cell death process by stimulating the production
of Cer [57].

Atter the evaluation of the pmmlahd interactions among different 'pe:rh.n"baliu'hs.
we identified that EP] presents an important synergism with TOR and BAF, which are
autophagy inducers. Therefone, our mathematical maodel indicates that those perturbations
inhibit the formation of 5o but increase the Cer content (2= shown in Figure 4). Based on
scientibic repnﬂ:,,bnﬂi RAPF and TOR stimbxbe alLIﬂ'Phﬂﬁ}' I:!_'!.' Lrll'ubll'l'igd'h: m TR pml:irl
:n'utp]:l:, Iherelr!.' incrmi.ngdtuan.rpnrl of cellular materials from ﬂ'u:pl.uma. membrans
to the lysosome, including sphingolipids such as the SM-BOD [31]. That information agrees
with our results because of the increase in the autophagosomal compartment {vesiches)
for those conditions, indicating that the autophagic process is active and suggesting colo-

128



129

Calls W0, 12, 55683 130817

calization of sphingolipids (potentially Cer) in the autophagosomes due to EFI-TOR and
EF-RAT synergisms in the 4549 cell line (Figure 5).

Furthermore, we reported that ET] has synergistic interactions with the acid (ACT) and
newtral (ML) ceramidase inhibitors: (Figure 2). In fact, the dendrogram shows that EP@ has
a similar behavior as ACI and MCI (Figure SE). However, the perturbations of ACT could
also lead to pathological changes in the absence of Cer accumulation and lead to changes
in gene expression within the sphingolipid pathway [58].

Autophagic formation is a very complex process with new adapior molecules disoov-
ered to mediate cell death and fumor metastasis [59). Autophagy is a deep and complex
process wihich describes mnitiabon, macleation, :hﬂgat'nn.. maturation, fusion, amd :h-s;rada.—
tion [&0]. Autephagosomes are fused with lysosomes to form autophagobysosomes, which
degrade their content (organelles and proteins) in order to keep the cell homestasis and
nrg'.utlb renewal. The mgulatnqrmnd:aniﬂluufaulu'pluw are mph:_and its upstream
signaling pathway mainly involves an mTOR-dependent pathway and mTOR-independent
pathway (AMPEK, PI3K, Ras-MAFPK, p33, FTEN, and endoplasmic reticulum stress) [61]

Morepver, studies have demonstrated that the :plung,uhpud.l misdulate aum-plu.m.-.
Reports indicate that the exposure of cancer cell lines to chemotherapeutic treatments
increases Cer content [50]. Cer induces autophagy via three mechanisms: (i) the dinect
anchoring of autophagosemes to mitochondria [62], (i) the down-regulation of nutrient
transporters [62], and (ifi) the disruption of the Beclin-Bel-2 complex (an autophagy in-
hibitor) [64,65]. During au‘h‘lpl'ugl.', cytoplasmic constituents iprotein and organelles) are
engulfed in a doukbb 1 phagophore; once the double membrane fuses and the au-

tophagosome matures, it i transported along tubulin tracks to a perinuclear location, fusing
with a lysozome which generates an autolysceomal structure capable of degrading its con-
tent [29]. The above agrees with the mapping site of the autophagic process on the model
In-piﬂnm':l'lmnm in Fiﬁun.- 4, hiwhjm&ramunpm'liu thie arnm'tulal'innnfal.rmpl'lagn-
somes. Furthermore, F:iﬁ'un: 5 shows the colocalzation uf:phinsuli'pi:l: {'FII'H-I.IJﬂﬂl}r Cer)
at the lysosome bevel {vesicles), suggesting that the enhancement in autophagosome forma-
tion by TOR and FAF and the interruption of autophagesome degradation by EF1 leads to
a local accumulation of sphingolipids potentially triggering cell death.

Withstanding the fact that our in silioo mode (shown in Figure 4) describes that the
interaction of EFI-TOR and EPFEAF promaotes an scoumulation of Cer in autophagosomes,
our results of the kinetic analysis (Figure 5) show an important colocalization of 5L {poten-
I'i.ull}," Cer) hauhq:haglm. Further studies are rrqui.md o determine the i.dnenlil:}'uf
the sphingolipids accumulating within those growing autophagosomes under conditions
where the autophagnsomal and 5L degradation are blocked.

As a potent binactive sphingolipid implicated in the regulation of cancer progression
and cellular pmlil’l.-:m'l:im, 105 receplors ane mvolved m CI:I'II:I'DL“TIE tumor response bo
dﬂﬂmp}: 51 I"rﬂ:q:llnrs are crucial res].l.hlur: of cancer cell survival anrl'prulihral:inn
via activation of key pathway clusters such as Ras/Erk and PI3 K/ Akt [34,66]. Due to its
rofde in the: activation of autephagy, S1F and the expression of its recepbors are also mvolved
in the transsctivation of Eruwlh factor ﬁglul.inﬁ mechanisms, which could be a Pﬂuﬂ:iall.}-
imberesting direction for further studies as a novel treatment approach.

Un the other hand, the chemotherapy CIS is implied in death cells i pathways
regulated by sphingolipids, in which CI5 increases the ceramide content [67]. In agreement
with that informatson, our data showe that IhEEIE-dn.lEhas the main qrrErEi:m with NI
(Fignre 2}, and in our maodel, it was mapped with FDMTF (a glucosylceramide synthase
inhibitor, Figure d). This interaction would increase the Cer content in the cytesolic region
of the Gnl:p al:paranu(EEE;_EDLGﬂLﬂj,wnidhg gl:,rn:u}r].ul:i.mu.rd s comversion to 5o
at the plasma membrane [43]. Based on Dupre et al. {2017), the administration of FOMP
to lung cancer cells stimulates endoplasmic reticulum stress (ER stress), awtophagy, and

tosis as a result of FDMP-induced ceramide accumulations [67].

Besides the aforementionesd, studies have demonstrated that PAC increases Cer content

a:dsﬁ:mhhuﬂuﬂqnmﬁufrpkﬁ@um}ﬂhmmﬂulPﬁEpmnEﬂuh}m}yﬂuf
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sphingomyelin [68]. In cur results, PAC chemotherapy was able to perturh the 51 pathway:
Still, it could noé I:le:rnq:rped. by amy known inhibifor, :n:m.ning itprnha.bl}rpu'h.u‘tu the 5L
pathway differently than the inhibitors used in this study. It is important to consider that
the model simplifies a more complex pathway with a limibed number of inhibitors.

Previous reports indicate that SPA inhibits autophagy and avoids phagophore forma-
tion [65]. Meanwhile, HOC) inhibits autophagy due to lysosomal acidification and blacks
the husion of avtophagosemes with bysosomes, triggering the accumulation of autophago-
somes [70]. In contrast, cur experimental data show that HOQ and SPA were
InFﬂErinihemn: chaster, ﬂ.ﬂﬂhl‘lﬁ that 'Il'I.E:" acted n'l:nila.rl.}r for this cellular model.
A possible explanation for this discrepancy i that both perturbations have similar conse-
quences atlh.-:i.s;na] transduction level, and it was Hmhrcinpmﬁbl.e fnrlhealﬁun'lhmln
upﬂmlem'ld maplit:m l:nrrecﬂ:,r. hcmmtn,mr miode] shonws that SPA was m.'q:lpn:l
inhibiting the phagophore, and HOQ was mapped together with ACT because the inhibition
of the autophagol y=osome acidification would not allow it ko reach the optimal pH for the
correct activation of ackd ceramidases; theretore, #t would have a :i.'milarmle:mn:u.n:d b
this inhibitor |71] (Figume 1)

5. Conclusions

Chemotherapy is commonly used to treat cancer, bt it has limited survival benefits
due to its high toxicity [72] and the pharmacological resistance due to neoplastic develop-
meent. Char study was based on the characterization of tumor heterogeneity as a tool to map
the critical importance of sphingolipids in cell fate and stress signaling. Based on the results
obtained from this wut“tmmutaﬂrahm- for combinatorial d.ruﬁ reatment aimed
at m.n'mu'lgﬂh: letdsnimtrhunml:pluns,nh[id: i critical compartments, Lﬂiiﬁl‘lsh
synergistic interactions to enhance the anti-nesplastic effects of chemotherapy.

The use of Auorescent sphingolipid analogs and modecular sensors of autophagy
provided valuable insights into the cytoboxc interactions of vanious chemotherapeutic
agents, including epirubicin, cisplatin, and paclitaxe, in combination with inhibitors of the
sphingolipid pathway and autophagy modulators. Our results revealed significant synergy,
particularly between epirubicin and autophagy indweers (mpamycin and Torin, leading to
a strong reduction in cell viability. Cisplatin also demonstrated synergistic effects when
comibined with a ceramidase inhibitor. However, paclitace] often exhibited antagonistic
effects when used in combination with these modifiers.

The model we proposed provided critical insighis into the influence of chemuotherapy
on the sphingolipid pathway, suggesting that combining chemotherapies with autophagy
inducers moreases vesicle formation, potentially linked to ceramide accumulation, which
triggers cell death

Via an analysis of sphingolipid metabolism and autophagic fux in the context of
chemotherapeutic interactions using an AS4% lung cancer maodel, our results establish
the basi for the design of new therapeutic prodocols with potential clinical applications
with the aim to enhance chempsensitivity in heterogeneous tumors and thus improve the
efficiency and efficacy of cancer treatments.
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