PROYECTO FINAL DE INVESTIGACION

Estudio de flavonoides sintéticos y naturales con actividad
antitumoral sobre células de cancer de mama y ensayo
preliminar sobre sistemas nanoparticulados para su

vehiculizacion.
Barbatelli, Agustin — LU 1070190

Licenciatura en Biotecnologia

Tutora:
Gonzalez, Lorena

IQUIFIB - Departamento de Quimica Bioldgica Facultad de

Farmacia y Bioguimica Universidad de Buenos Aires
Co-tutor:

Martinez Tosar, Leandro Julian

UNIVERSIDAD ARGENTINA DE LA EMPRESA

FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS EXACTAS




RESUMEN:

El cancer de mama es un problema de salud alarmante, solo en 2020 se registraron 2.2
millones de personas afectadas por el mismo, con 685.000 fallecimientos, se estima que una de
cada 12 mujeres tiende a esta patologia. Existen distintas alternativas de tratamiento para los
diversos tipos de cancer de mama, entre los cuales destacan, por su mayor uso, la cirugia,
radioterapia y quimioterapia. El principal inconveniente de los farmacos que se usan para el
tratamiento del cancer son los efectos secundarios en tejidos como medula dsea, foliculos
capilares y células epiteliales; ademas de su biodisponibilidad y solubilidad reducida. Debido
a lo anterior, se ha impulsado el desarrollo de nuevos tratamientos con menos efectos

secundarios.

Los flavonoides son una propuesta interesante para abordar el tratamiento del cancer,
ya que propician la apoptosis en células tumorales y tienen escasa citotoxicidad en células
sanas. Adicionalmente, se ha considerado la implementacion de nanotecnologia para mejorar

el suministro de dichas moléculas.

En el presente trabajo, estudiamos los efectos de un flavonoide natural, la apigenina, y
uno sintético, la 2 nitroflavona (2"NF) sobre la viabilidad de lineas celulares de cancer de
mama MCF-7 y MDA-MB-231 para evaluar su capacidad citotoxica. Se determind un ICsq de
63.71 pMe para la apigenina 'y 19.47 uM para 2°'NF en la linea MDA-MB-231, mientras que
los ICso de 56.8 UM para la apigenina 'y 18.62 UM para 2°NF en la linea MCF-7. Por otra parte,
mediante el uso de western blotting, se registraron aumentos en el clivaje de PARP y de la
fosforilacion de la p38 quinasa. Ademas, se observo, en ambas lineas celulares, una reduccién
de la expresion de receptores tirosin kinasa asociados con la tumorigenesis en varios tejidos,
como el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y Erb B2 (HER2). Los resultados sugieren
que ambos flavonoides disminuyen la viabilidad de las células cancerosas, la 2"NF demostrd
un efecto citotdéxico superior al de la apigenina, asi como también la disminucion en la
expresion de receptores de la familia ErbB, lo cual podria justificar considerar estos
flavonoides como posibles coadyuvantes en terapias contra el cancer de mama que involucren
la inhibicion de estos receptores. El ensayo preliminar utilizando TPGS y Soluplus® como
vehiculo nanométrico demostrd una tendencia a una mayor citotoxicidad para las
nanoparticulas vacias por sobre las cargadas y el tratamiento con apigenina. Esto sugiere que

esta nanoparticula mixta no es ideal para trasportar el flavonoide.



ABSTRACT:

Breast cancer is an alarming health problem, only in 2020 there were 2.2 million people
affected by it, including up to 685,000 deaths. It is estimated that one in 12 women tends to
this pathology. There are different treatment alternatives for the various types of breast cancer,
among which surgery, radiotherapy and chemotherapy stand out due to their greater use; the
main disadvantage of anticancer drugs are the side effects on tissues such as: bone marrow,
hair follicles, epithelial cells, as well as reduced bioavailability and solubility. Said so, the

development of new treatments with fewer side effects has been promoted.

Flavonoids are interesting molecules that have been proposed to contribute to cancer
treatment, since they promote apoptosis in tumor cells and have low cytotoxicity in healthy
cells, an example of them is the natural flavonoid Apigenin, as well as the synthetic flavonoid
2 nitroflavone (2"NF). In addition, the implementation of nanotechnology has been considered

to improve the delivery of flavonoids to cells.

In this research, the cytotoxicity of the flavonoids apigenin and (2°"NF) was evaluated
against the breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 using a colorimetric method to
measure the activity of hexosaminidase and measure cell viability, an 1Cso of 63.71 uM was
determined for apigenin and 19.47 uM for 2'NF in the MDA-MB-231 line, while the 1Csg of
56.8 uM for apigenin and 18.62 uM for 2'NF in the MCF-7 line. Additionally western blotting
was used to measure protein expression in these two conditions. An increase in PARP cleavage
and p38 kinase phosphorylation were observed, in addition to the decreased expression of the
epidermal growth factor receptor (EGFR) and Erb B2 in both cancer cell lines. The results
show that both flavonoids reduce cancer cells viability, where 2'NF proved a cytotoxic effect
superior to apigenin in both cell lines The evidence is sufficient to propose further studies of
these flavonoids as they would be possible agents to contribute to breast cancer treatment. The
preliminary test using TPGS and Soluplus® as a nanometric vehicle showed a tendency
towards greater cytotoxicity for empty nanoparticles over loaded ones and treatment with
apigenin. This suggests that this mixed nanoparticle is not ideal for transporting the flavonoid.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer de mama

La glandula mamaria se compone de estructuras tubulo-alveolares que constituyen el
paréngquima mamario, dichas estructuras estan inmersas en el estroma mamario. En el mismo,
se encuentra gran cantidad de vasos sanguineos y linfaticos, nervios y una gran variedad de
células como linfocitos, histiocitos, fibroblastos, células plasmaticas y adipocitos, siendo estos
altimos el tipo celular predominante. Los lobulillos son las glandulas que producen leche. Los
conductos son los tubos que transportan la leche al pezon. El tejido conectivo (formado por
tejido fibroso y adiposo) rodea y sostiene todas las partes de la mama (Hassiotou et al., 2012).

Una descripcién grafica de las caracteristicas del tejido mamario se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Estructura de las glandulas mamarias. (Harbeck, 2019)

El cancer de mama puede comenzar en distintas partes de la mama. La mayoria de los
canceres de mama comienzan en los conductos o en los lobulillos. Puede diseminarse fuera de
la mama a través de los vasos sanguineos y los vasos linfaticos. Cuando el cancer de mama se

disemina a otras partes del cuerpo, se dice que ha hecho metastasis (Harbeck, 2019).

En lineas generales y de conformidad con las cifras reportadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2021), el cancer de mama es uno de los mas comunes; solo en el
afio 2020, se vieron afectadas una cifra de 2,2 millones de personas. A nivel global, eso implica

que 8.33% de cada 12 mujeres, es decir una de cada doce, tiene la tendencia de sufrir de esta
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patologia a lo largo de su vida, con los consiguientes riesgos de mortalidad. La OMS (2021)
indica que se reportaron para el afio 2020, un total de 685.000 mujeres a escala mundial que

fallecieron producto del cancer de mama.

Un aspecto para resaltar, de conformidad con la OMS (2021), es el aspecto
socioecondémico, las evidencias indican que el mayor volumen de las muertes reportadas
corresponde a los paises que son categorizados como de ingresos medios y bajos. Al respecto
se contrastan las cifras de supervivencia, en los paises desarrollados que es de alrededor del
90%, mientras que en paises como la India es de apenas un 40%. Esta diferencia se debe a la
utilizacion de un diagndstico temprano, nuevas y efectivas terapias, que incluyen
intervenciones quirurgicas, uso de radioterapia y farmacologia; lo cual es menos comdn en

paises menos desarrollados.

El Instituto Nacional del Cancer (NIH,2021) de Estados Unidos indica que las
perspectivas mundiales para el afio 2040, apuntan a un crecimiento hasta 29,5 millones de
nuevos casos Y las cifras de fallecimientos por esta patologia alcanzarian los 16,4 millones de
personas. Sin embargo, en las fuentes consultadas no se encontraron datos actualizados al 2021
para el contexto de Argentina, incluso la pagina oficial del Gobierno de Argentina, Ministerio
de Salud, Instituto Nacional del Cancer (2021) replica datos de la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC) la cual clasificé en 2018 a Argentina como un pais con
incidencia de cancer media-alta, siendo el séptimo pais en Latinoamérica con mas casos. En
Argentina se reportan méas de 21.000 nuevos casos de cancer de mama al afio, lo que representa
el 17% del total de la incidencia de cancer en el pais y el 33% de todos los casos de cancer en
pacientes femeninos (Observatorio Global de Cancer de la OMS e Instituto Nacional del
Céncer de Argentina, 2018).

A pesar de la alta incidencia del cancer de mama, la mortalidad es menor que para otros
tipos de cancer. Esta diferencia en la mortalidad esta directamente relacionada con la deteccion
temprana de la patologia lo cual se asocia a las campafias de autodiagnosticos llevadas a

cabo/instrumentadas por grandes organizaciones de salud.



1.1.1. Biologia y clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama es una patologia compleja y heterogénea, (Perou et al., 2001; Sorlie
etal., 2001; Parker et al., 2009; Waks y Winer, 2019). Su etiologia es diversa, lo cual determina
diferentes tipos de cancer de mama. Es importante clasificar los diferentes subtipos de cancer
de mama, ya que cada uno responde de una manera diferente al tratamiento. Diversas son las
clasificaciones que se le ha dado, siendo las principales la clasificacion anatémica y la

clasificacion molecular.

Segun su origen anatomico existen dos tipos principales de cancer de mama: el
carcinoma ductal y el carcinoma lobulillar. EI carcinoma ductal es el tipo de cdncer de mama
anatébmico mas frecuente. Este se inicia en los conductos encargados del transporte de la leche
desde la mama al pezdn. En cuanto al cancer de mama lobulillar tiene su origen en la zona de
la mama encargada de la produccion de leche denominada lobulillos (Perou et al., 2001; Sorlie
et al., 2001; Parker et al., 2009; Waks y Winer, 2019). Independientemente del sitio de origen,
el comportamiento, desarrollo y respuesta al tratamiento del tumor dependera de la presencia
de ciertas moléculas que se expresan en los diferentes subtipos de cancer de mama. Estas
proteinas se encuentran implicadas en el desarrollo y progresion del cancer, por lo que a la hora

del diagndstico es de suma importancia conocer las bases moleculares de la patologia.

Desde el punto de vista molecular, los genes responsables principalmente de la
segregacion de los subtipos moleculares del cAncer de mama son el del receptor de estrdgenos
(RE), del receptor de progesterona (PR), HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano) y el marcador Ki-67, implicado en proliferacion celular (Gomes do
Nascimento & MorminoOtoni, 2020). En funcién de la expresion de dichas moléculas, se
clasifica los tumores mamarios en cuatro subtipos Luminal-A, Luminal-B, HER2+ y triple
negativo (Liang, et al., 2015)., lo que permite tomar decisiones para el mejor abordaje
terapéutico y predecir la evolucion del tumor (Perou et al., 2001; Sorlie et al., 2001; Parker et
al., 2009; Waks y Winer, 2019). En la tabla I se representa en forma sintética la clasificacion
de los diferentes subtipos de cancer de mama establecidos por la técnica de

inmunohistoquimica, asi como las terapias a los que estos tipos de cancer responden.



Luminal B

Subtipo )
Luminal A HER2+ TN
molecular (HERZ—) (HER2+)
ER+ ER+ ER+ ER- ER-
PR+ PR- PR-/+ PR- PR-
Biomarcador
HER2- HER2- HER2+ HER2+ HER2-
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Terapias
dirigidas
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= Tabla I: Clasificacion de subtipos moleculares de cancer de mama y terapias.
(Horvath, 2021)
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Figura 2. Clasificacién de subtipos de cancer de mama segun su pronostico. (J.
Cancer, 2017)

Como se observa en la tabla | y la figura 2, cada uno de los diferentes fenotipos
moleculares corresponde a un prondéstico particular debido a que cada fenotipo molecular

responde de manera distinta a los tratamientos con los que se cuenta en la actualidad.

La oncologia clinica actual encuentra el mayor obstaculo en la obtencion de estrategias
para una medicina personalizada que permitan tratar las células afectadas con una alta

especificidad y eficiencia para mejorar el prondstico de los pacientes.

En el siguiente apartado describiremos los tratamientos actuales para los distintos tipos

de cancer de mama mencionados aqui.

1.1.2. Tratamientos actuales para el cancer de mama (CM)

La personalizacion del tratamiento del cancer de mama es fundamental y depende de
un gran namero de factores. El optimo tratamiento requiere de la cooperacion de un equipo

multidisciplinar: oncélogos médicos, cirujanos y oncélogos radioterapeutas.

Clésicamente, el tratamiento del cancer de mama en estadios iniciales se comenzaba

con cirugia y posteriormente se administraba el tratamiento sistémico y la radioterapia



(tratamiento adyuvante). En la actualidad, se puede ofrecer, previamente a la cirugia y la
radioterapia, tratamiento sistémico (tratamiento neoadyuvante). Esta estrategia puede facilitar
una cirugia conservadora en aquellos casos en que esta no es posible de entrada, asi como
proporcionar informacién sobre la respuesta “in vivo” del tumor para individualizar el

tratamiento posterior en funcién de dicha respuesta.

En los estadios avanzados, el tratamiento principal sera sistéemico, aungue puede

emplearse la cirugia o la radioterapia en situaciones concretas.

Como describimos anteriormente, realizar el diagnéstico histoquimico del cancer de
mama y clasificar el subtipo de tumor segun su fenotipo molecular es de suma importancia para

decidir qué tratamiento se va a practicar.

Los subtipos de cancer de mama luminal A 'y luminal B son de buen pronéstico, esto es
debido a que las pacientes presentan una buena respuesta a terapias hormonales dirigidas hacia
el receptor de estrogenos (ER). Por otro lado, existen algunos estudios preclinicos (sin
tratamientos aprobados para pacientes) dirigidos al receptor de progesterona (PR). (Pérez,
2015)

El subtipo luminal A de cancer de mama es el subtipo molecular mas comdn con una
expresion genética que tiene receptor de hormonas positivo (ER+PR) HER2 negativo (HER2-
) y una baja expresion del marcador de proliferacién celular Ki-67. Desde un punto de vista
clinico, las pacientes con cancer de mama luminal A tienen un buen prondstico terapéutico
siendo la terapia endocrina adyuvante un enfoque bien establecido. Sin embargo, el impacto de
la quimioterapia adyuvante es cuestionable, ya que el beneficio sobre la supervivencia parece
ser pequefio. Por tanto, en caso de carecer de factores de riesgo adicionales como tamafio
tumoral avanzado o ganglios linfaticos positivos, la renuncia a la quimioterapia adyuvante es
estandar clinico. Por esta razon, existe una demanda considerable para aclarar la cuestion de la
terapia adyuvante (referente a la utilizacion de compuestos que potencien la terapia) adecuada
en pacientes con cancer luminal A. En este sentido, en el 2019 (Herr, et al., 2019) se reporta
un estudio basado en los datos de BRENDA (por sus siglas en inglés: Breast Cancer Care Under
Evidence-Based Guidelines), en donde los autores investigan el impacto de la quimioterapia
endocrina para el cancer de mama luminal A y nodal positivo sobre la supervivencia libre de
recurrencia (SLR) y la supervivencia general (SG). Por otro lado, realizaron analisis de

supervivencia en pacientes con el mismo nimero de ganglios linfaticos positivos y su relacion
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con tamafio del tumor luminal A. Las evidencias empiricas obtenidas por estos investigadores,
les permitio inferir que los pacientes que presentaron ganglios positivos con cancer de mama
luminal A, tienen, un beneficio limitado de la quimioterapia adyuvante. En términos de
supervivencia, el tamafio del tumor y el estado de los ganglios parecen tener valor pronostico;
sin embargo, al menos en la poblacion utilizada para este estudio, tanto el tamafio del tumor
como el estado de los ganglios no fueron totalmente predictivos de un beneficio (0 no) de la
quimioterapia adyuvante, demostrando la importancia de un estudio general de cada paciente

en el disefio terapéutico.

Como el cancer de mama luminal B expresa ER, la via del estrogeno también se
considera un objetivo terapéutico para esta enfermedad. De acuerdo con las recomendaciones
del consenso de St Gallen de 2011 (Goldhirsch, et al., 2011), donde la luminal B podria
definirse en el entorno clinico como ER+/HER2-/Ki67+, el tratamiento estandar incluiria la
terapia endocrina con o sin terapia citotoxica (Prat, et al., 2011). Sin embargo, un gran
porcentaje de canceres de mama ER+, que pueden considerarse representativos del subtipo
luminal B, no responden de forma favorable a la terapia endocrina. Para estos casos, se han
reportado estudios de ensayos clinicos recientes que consideraron blancos alternativos para el
tratamiento del cancer en estadio avanzado ER+ en pacientes postmenopausicas, al EGFR (p.
Ej., Usando el medicamento gefitinib) (Osborne, et al., 2012) y a la via PI3K/Akt/mTOR (p.
Ej., Usando Everolimus) (Baselga, et al., 2012). En este mismo sentido, los resultados del
ensayo clinico BOLERO-2 mostraron que la supervivencia libre de progresién en pacientes
con enfermedad ER+ refractaria a hormonas se prolonga sustancialmente con el inhibidor de
mMTOR, Everolimus (Baselga, et al., 2012). Si bien resultados como estos son alentadores, se
hacen necesarios mas estudios para evaluar la eficacia de distintos tipos de farmacos para
mejorar la respuesta terapéutica de este tipo de cancer de mama.

Aproximadamente un 20% de los casos de cancer de mama corresponde a los subtipos
HER2+ y triple negativo. Estos subtipos son los de peor prondéstico. Ello implica una baja
posibilidad de recuperacion para la paciente. Los tratamientos que cominmente se dan para
este tipo de tumores son quimioterapias (como cisplatino y capecitabina). Esta quimioterapia,
la mayoria de las veces, produce efectos secundarios no deseados. Los efectos que pudieran
aparecer en las pacientes incluyen malignidades secundarias e infertilidad. El fenotipo del

subtipo de cancer de mama HER2+ sobre expresa la proteina de membrana HER2. Esta
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sobreexpresion ha sido aprovechada por investigadores para usarla como blanco terapéutico

para el desarrollo de terapias dirigidas contra HER2.

El uso de terapias dirigidas a proteinas expresadas se encuentra enfocadas a disminuir
(y hasta eliminar) los efectos secundarios y asi mejorar el pronostico que puede estar en
detrimento debido a dichos efectos (Dai et al., 2015; Dent et al., 2007; Foulkes et al., 2010). El
subtipo de cancer de mama triple negativo no expresa los receptores ER, PR y HER, lo que
imposibilita el uso de terapias receptores-dirigidas. Este tipo de cancer se caracteriza por una
alta agresividad y malignidad. Su tratamiento constituye un gran desafio. Principalmente
implica cirugia, radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, también adquieren relevancia en el
disefio de los protocolos antitumorales el uso de terapias dirigidas como inhibidores de PARP,
de la via PIK3/Akt/mTOR o del EGFR (Nakai et al., 2016, Al-Mahmood et al., 2018).

Como hemos descrito hasta ahora, los tratamientos més exitosos han sido aquellos que
contienen como diana proteinas sobre expresadas, pero, debido a la heterogeneidad fisica y
molecular de muchos de los tumores, se hace necesario complementar con el uso de
quimioterapia. La misma, sigue siendo uno de los tratamientos actuales més eficientes contra
el cancer (Quin et al., 2017). Uno de los mecanismos de accion mas comunes de los
quimioterapicos es el de inhibir la replicacion o inducir apoptosis celular (Quin et al., 2017;
Sun et al., 2014)

Sin embargo, estos medicamentos tienen potencial para dafiar el ADN incluso afectar
la médula dsea, y hay evidencias de que el riesgo de leucemia es alto entre los cinco y diez
afios luego de la administracion de agentes alquilantes. Hay otras opciones farmacoldgicas
como las nitrosoureas, antimetabolitos, antibidticos antitumorales, inhibidores de la

topoisomerasa, inhibidores de la mitosis celular y corticoesteroides.

Las desventajas del uso de farmacos contra cancer son los graves efectos secundarios
que presentan las pacientes, principalmente en tejidos como médula ésea, foliculos capilares y
células epiteliales (van Ramshorst et al., 2016; Vago et al., 2016). Otras desventajas del uso de
farmacos son una biodisponibilidad reducida, una depresion rapida de sistema inmunologico y
una baja solubilidad. También es importante mencionar que las pacientes pueden presentar
resistencia a los farmacos y una reaparicion de la enfermedad debido a vestigios de células
cancerosas en la paciente. Por todo lo anterior, existe la necesidad médica de innovar y

desarrollar novedosos tratamientos eficientes con menos efectos secundarios en comparacion

12



con los tratamientos tradicionales (Banerjee et al., 2017). Ello evidencia la necesidad de
continuar con las investigaciones destinadas a desarrollar y mejorar los tratamientos actuales,
con el objeto de reducir la toxicidad, aumentar la eficacia de las drogas quimioterapéuticas y
evitar la quimioresistencia. Detectar nuevos potenciales farmacos o combinaciones
terapéuticas eficaces para el tratamiento de pacientes con cancer de mama hormono-
independientes o de aquellos que presentan resistencia a la terapia hormonal podria favorecer

el desarrollo de mejores estrategias terapéuticas.

En este sentido, la diversidad estructural Unica de productos naturales continda
brindando oportunidades para descubrir compuestos novedosos. Los metabolitos secundarios,
componentes activos de productos naturales como organismos marinos, 0rganismos
microbianos y plantas terrestres, son recursos con poca explotacién, particularmente

interesantes para la exploracién como medicamentos.

1.1.3. Importancia de los receptores EGFR (HER1) y Erb B2 (HER2) en la

proliferacion celular.

El EGFR constituye una familia de proteinas con actividad de receptores tirosina
quinasa, y esta representado por 4 miembros (HER1 o0 EGFR, HER2, HER3 y HER4), estos se
expresan en multiples tejidos del organismo participando en el desarrollo normal, siendo una
de las razones de la rapida diseminacion del cancer. Aunque los receptores EGFR son
reguladores criticos para los procesos celulares normales, se ha hecho evidente que su
desregulacién, como consecuencia de la amplificacion de genes, la sobreexpresion de proteinas
y / 0 mutaciones activadoras, conduce al desarrollo de canceres, incluso se han encontrado
diferentes mutaciones que se correlacionan directamente con un peor prondstico. En
consecuencia, constituye una diana en la terapia de cancer, mediante diferentes meétodos como

anticuerpos monoclonales e inhibidores de la actividad tirosina quinasa (Sherbakob, 2015).

EGFR se compone de tres secciones, un dominio glicosilado extracelular, uno
transmembranal que es hidréfobo y finalmente uno intracelular, ademas cuenta con un dominio
de proteina quinasa y una cola carboxilo (Du, J., 2017). El proceso de activacion de los
receptores ErbB se inicia con la union del ligando especifico a la porcion transmembrana del

receptor, ello deriva en la activacion del dominio quinasa de estos receptores y su
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autofosforilacion posteriormente ocurre un entrecruzamiento, mediante oligomerizacion y
autofosforilacion, mediante la fosforilacion de proteinas de un sustrato complejo,
posteriormente los ligandos son activados (Hsu, 2016). Algunas de las rutas celulares inducidas
por la familia de receptores ErbB son las RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT/ TOR, Srckinases
y STAT (Arteaga, 2014). Una vez finalizada su tarea, las secciones membranales son enviadas
a los lisosomas, la presencia de mutaciones en los genes que codifican para las RTK conlleva
una sobreexpresion de estas que puede propiciar desarrollo tumoral (Hsu, 2016). Los receptores
ErbB regulan las rutas de sefializacion para las células cancerigenas, permitiendo que por su
activacion constante puedan sobrevivir, proliferar, movilizarse e incluso desarrollar la
metéstasis (Coleman, D., 2012), por esta razon, la utilizacion de flavonoides como agentes que
bloqueen dichos receptores resultan una terapia relevante, un buen ejemplo es el bloqueo de
HER2 con apigenina, lo cual es posible gracias a que impide su union con la P13K,
adicionalmente, el flavonoide logra degradar a la HER2 al disociar su complejo, para ello
utiliza la proteina chaperona GRP4, lo cual ocasiona la degradacion con proteosomas y
eventualmente la apoptosis celular en las células que sobre expresen HER2 (Coleman, D.,
2012). Diversos flavonoides han sido propuestos para la modulacion de las RTK en células
cancerigenas, asi mismo se ha evaluado su uso conjunto con vehiculos nanométricos para su

mejor transporte a los RTK y su dosificacién celular.

1.1.4. Rol de la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP-1)

PARP-1, también denominada ADP-ribosa transferasa (ADPRT) o Poli-ADP ribosa
Sintetasa (PARS) participa en la reparacion del dafio del ADN y funciona tanto catalizando la
sintesis de poli (ADP-ribosa) como uniéndose a roturas de cadenas de ADN y modificando
proteinas nucleares (Mullen, 2004). El papel de PARP-1 en reparacién del ADN dafiado se
debe a su capacidad de modificar de forma transitoria, mediante la poli-ADP-ribosilacion,
proteinas que intervienen en la estructura de la cromatina (especialmente histonas), llevando a
cabo de este modo una alteracion estructural de la cromatina 10, haciéndola de esta forma méas
accesible a las proteinas que participan en el complejo de reparacion del ADN. Ademas, PARP-
1 también participa en el reclutamiento y regulacion de las proteinas que forman parte de este
complejo como XRCC1, DNA-polimerasa 3 y la DNA ligasa III, involucrandola en otros

procesos ademas de la reparacion y replicacion del ADN como la transcripcion génica, la
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muerte celular y la respuesta inflamatoria (Ame JC et al, 2004) (Leppard JB et al, 2003). Se
activa principalmente en respuesta a dafios en el ADN generado por diferentes agentes
genotdxicos, como radiacion ionizante, agentes alquilantes, radicales libres, infecciones, altos

niveles de estrés u hormonas. (Figura 3)

IR-?, IR-X, UV, AGENTES ALQUILANTES,

RADICALES LIBRES, CIS-PLATINO, ETC... (10) DETECCION DEL
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Figura 3. Etapas en la activacion de PARP-1. (Martin-Olivia 2005)

PARP-1 trabaja de forma conjunta con las proteinas BRCA1l y BRCA2 para la
reparacion del ADN al realizar recombinaciones homologas de las bases y promoviendo la
reparacion de escision de base (BER). Las células cancerigenas con mutaciones en el gen que
codifica para BRCA1 y BRCA2 son susceptibles a su muerte si se inhibe la PARP-1,
ocasionando que la célula no pueda resolver las lesiones en la cadena doble del ADN, el
incremento de roturas eleva la inestabilidad gendmica y se llega a la muerte celular

eventualmente (Oliva, D., 2006). Se han estudiado inhibidores de la PARP-1 para tipos de
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cancer que se afectan por las mutaciones BRCA-1y BRCA-2, como es el caso del cancer de

mama y ovario.

Es sabido que el clivaje de PARP-1 es un indicio de muerte celular por apoptosis
(Gobeil et al. 2001). En este sentido el estudio de la expresion del clivaje de esta proteina es
necesario para entender el mecanismo de muerte celular inducido por los tratamientos
estudiados. Caspasa-3 es considerada una de las responsables del clivaje de PARP-1, la PARP-
1 clivada tiene un peso de 89 kDa, se ha observado que el uso de ciertos flavonoides propicia
el clivaje de PARP-1 (Kim, M., 2009)

1.1.5. Fosforilacién de p38 y su relacion con la apoptosis.

La familia de las proteinas MAPK incluye importantes proteinas para regular la
proliferacion celular, el crecimiento de las células y la activacion de la apoptosis. Las MAPK
pueden ser agrupadas en tres familias. Estas son las ERKSs (quinasas reguladas por sefiales
extracelulares), INK (quinasas amino terminales Jun) y p38 / SAPK (proteina quinasa activadas
por estres) (Maryland., 2012).

Las proteinas quinasas son reguladas por un gran nimero de mecanismos que varian de
una quinasa a otra. Sin embargo, todas comparten un mecanismo de activacién compartido por
todas las proteinas quinasas, la fosforilacion (Beenstock, et al, 2014). La ruta de sefializacion
de la proteina quinasa activada por mitdgenos p38 (Figura 4) es fuertemente activada por
tensiones ambientales, asi como citocinas inflamatorias y esta relacionada con las vias que

detienen el ciclo celular o inducen apoptosis en células tumorales (Cuadrado, A., 2007).
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Figura 4. Via de sefializacion de la MAPK p38. (Maryland., 2012).

1.2. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de moléculas polifendlicas que constituyen metabolitos
secundarios presentes en todas las plantas vasculares. Fundamentalmente se los encuentra en
frutas, vegetales, nueces, semillas, tallos y flores, asi como en el té y vino (Harborne, 2000;
Middleton et al. 2000).

El primer reporte de aislamiento de flavonoides se realizé en 1930 a partir de naranjas
y se los consideraron miembros de una nueva clase de vitaminas conocida como vitamina P.
Mucho mas tarde, se establecio que los nuevos compuestos aislado eran flavonoides. Hasta el
momento. se han descrito e identificado mas de 10,000 flavonoides, convirtiéndose en

componentes esenciales de diversas aplicaciones nutracéuticas, medicinales, cosméticas y
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farmacéuticas gracias a sus propiedades antioxidantes, antimutagénicas, anticancerigenas y

antiinflamatorias (Kumar & Pandey, 2013).

Los flavonoides estan ubicados en el nacleo de las células mesofilas, cerca de centros
de generacion de especies reactivas de oxigeno y son sintetizados por las plantas en respuesta
a estrés bidtico o abiotico, actuando como un sistema de defensa antioxidante secundario en
los tejidos vegetales expuestos. También regulan los factores de crecimiento en las plantas,
como la auxina (Agati, et al., 2012). Segun su estructura quimica, los flavonoides se clasifican
en seis subclases conocidas como flavonoles, flavanoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas y
antocianinas. Las actividades bioldgicas de cada subclase dependen de su estructura quimica
(Khajuria & Batra, 2014).

1.2.1. Estructuray clasificacion

La naturaleza quimica de los flavonoides depende de su clase estructural y su grado de
polimerizacion, asi como también otras sustituciones y conjugaciones presentes en cada
molécula. Aunque difieren en la estructura alrededor del anillo de oxigeno heterociclico, todos
ellos tienen el esqueleto de carbono caracteristico C6-C3-C6 como se muestra en la (Figura 5).
Su estructura principal se compone de dos anillos de benceno (A y B) unidos por un anillo de
pireno que contiene oxigeno (C). Los flavonoides, desde un punto de vista estructural, se
clasifican en dos familias principales: 3-hidroxiflavonoides y 3-desoxiflavonoides. El primero
comprende un grupo de moléculas con un hidroxilo en la posicion C-3 del anillo C e incluye
flavonoides como flavanoles (flavan-3-ols o catequinas), antocianidinas y flavonoles mientras
que el ultimo comprende flavanonas, flavonas e isoflavonas que carecen de un grupo hidroxilo
en C-3 pero presentan un grupo carbonilo en C-4. Dentro de estas dos familias, la clasificacion
se basa en el patron en el que se ubican grupos hidroxilo o metilo adicionales en las diferentes
posiciones de la molécula. Por ejemplo, en los isoflavonoides, el anillo B esta unido al C-3 del
anillo C, mientras que, en las antocianidinas y catequinas, el grupo carbonilo en C-4 esta

ausente.

Los flavonoides existen principalmente en las plantas como glucdsidos, mientras que
aquellos sin una porcion de azlucar son conocidos como agliconas y ocurren con menos

frecuencia en la naturaleza. Al menos ocho diferentes monosacaridos o combinaciones de los
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mismos pueden unirse a los diferentes grupos hidroxilo de las agliconas. La gran cantidad de
flavonoides se puede atribuir a las diferentes combinaciones de agliconas y estos azucares.
Entre estos azlcares, la glucosa y la I-ramnosa son los mé&s comunes. Los glucésidos suelen ser
O-glucésidos, con el resto de azucar unido al grupo hidroxilo en la posicién C-3 o C-7
(Khajuria, et al., 2019).
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Figura 5. Estructuras basicas de las subclases de Flavonoides. Shashank
Kumar y Abhay K. Pandey (2013).

Uno de los flavonoides naturales mas comunes es la 4°,5,7-trihidroxiflavona,
comunmente conocida como apigenina. Esta se encuentra ampliamente distribuida en frutas y
verduras, siendo su principal fuente la camomila (Sak et al., 2014). Tiene propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes e incluso induce apoptosis en celulas tumorales e inhibe
metéstasis (Czyz et al., 2005; Shankar et al., 2017). Existen otros flavonoides de origen
sintético, como lo es la 2" nitroflavona (2°NF), disefiada y desarrollada en el Departamento de
Quimica Bioldgica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos

Aires. Este flavonoide sintético demostrd accion antitumoral en distintos tipos celulares in vitro
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(Cardenas et al., 2006; 2008) e in vivo en un modelo murino de cancer mamario (Cardenas et
al., 2009).

1.2.2. Potencial antitumoral de flavonoides

Una alternativa al uso de los agentes antitumorales actuales, los cuales producen efectos
secundarios, es el desarrollo de agentes antitumorales que no produzcan toxicidad en células
sanas, algo esencial para obtener resultados terapéuticos satisfactorios para los pacientes con
cancer y mejora su calidad de vida. La evidencia emergente ha informado que muchos
pacientes con cancer usan hierbas empleadas en terapias complementarias 0 agentes
fitoquimicos derivados de alimentos que influyen en la sefializacion celular (Aboaleb, et al,
2018) (Sak K and Evarus, 2015). Entre ellos, los flavonoides, son propuestos como agentes
antitumorales selectivos ya que muchos estudios han informado sus notables y significativas
propiedades como anticancerigeno y/o agentes quimiopreventivos, lo que sugiere una positiva
correlacion entre un menor riesgo de cancer y una dieta rica en flavonoides (Sak K, 2017;
Menezes, 2016; Paller, 2015; Imran M, 2019). Se ha descrito que ciertos flavonoides poseen la
habilidad de inhibir el crecimiento de células tumorales e inducir una respuesta apoptética
(Ramos 2007; Banerjee et al., 2008; Crozier et al., 2009). Los flavonoides han demostrado
citotoxicidad selectiva hacia distintos tipos de células tumorales con escaso efecto sobre las
normales (Plochmann et al., 2007; Sak, 2014; Magne et al., 2015). Debido a toda esta
informacidn, se trabaja actualmente en el desarrollo de terapias antitumorales basadas en

flavonoides.

Existen diferentes mecanismos moleculares por el que los distintos flavonoides ejercen
accion antitumoral. Los flavonoides pueden interferir sobre moléculas implicadas en distintas
vias de sefializacion intracelular (Chiu et al., 2008; Ganesan y Xu, 2017). Entre ellas, se ha
reportado el efecto de ciertos flavonoides sobre mediadores y quinasas intracelulares
implicadas en la regulacion de proliferacion y supervivencia celular como PI3BK/AKT/mTOR,
ERK 1/2, B-catenin, p21 etc. (Qadir et al., 2016; Islam et al., 2017; Zhang et al., 2018; Kikuchi
et al., 2019). También interfieren sobre moléculas implicadas en supervivencia celular
mediante la modulacion de Bcl-2 y miembros de la familia, inclinando el equilibrio celular en

favor de la induccion de apoptosis (Kikuchil et al., 2019).

Ademas, receptores tirosina quinasa de la familia ErbB serian blancos moleculares clave

en el efecto de ciertos flavonoides (Gruca et al., 2014; Scherbakov y Andreeva, 2015). En
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particular, se describio que la apigenina inhibe vias de sefializacion y mediadores de
supervivencia celular inducidos por EGF en células de glioblastoma (Stump et al., 2017).
Asimismo, en células de carcinoma nasofaringeo, se describid la actividad anti-proliferativa
sinérgica entre cetuximab (anticuerpos monoclonales que se une al EGFR blogueando su
activacion por el ligando) y apigenina (Hu et al., 2018). Es fundamental conocer los
mecanismos de accién antitumoral de los distintos flavonoides porque ello permitiria disefiar

terapias combinadas que potencien la accion de quimioterapéuticos tradicionales.

1.3. Sistemas de nanoparticulas

La nanotecnologia es una disciplina que involucra a la biologia, la quimica, la fisica, la
ingenieria y la medicina para el disefio de sistemas nanoparticulados con muy diversas
funciones y aplicaciones. Se pueden encontrar diversos criterios para definir cudndo un sistema
es nanoparticulado, o cuando una particula es una nanoparticula. En general se entiende como
nanoescala a dimensiones comprendidas entre unos pocos nanémetros y 1 um, pero existen
clasificaciones que consideran como nanoparticula a cualquier objeto con una, dos y/o tres de
sus dimensiones fisicas, en el rango nanométrico (Tinkle et al., 2014). Por otra parte, en
bibliografia se puede encontrar una definicion similar a la anterior, pero restringiendo la

nanoescala a valores menores a los 100 nm (Johnston et al., 2012).

En los ultimos afios la nanotecnologia aplicada a la administraciéon y transporte de
farmacos ha provocado un gran impacto. Por medio de ella se han desarrollado nuevas
alternativas farmacol6gicas que han permitido mejoras en la vehiculizacién de las drogas,

aumentando la supervivencia de los pacientes (Guerrero et al., 2015).

Las nanoparticulas tienen diversas propiedades, tanto biolégicas, fisicas y quimicas que
las torna atractivas para el disefio de sistemas de vehiculizacion de farmacos permitiéndoles
acarrear moléculas que dificilmente pueden ser administradas en el torrente sanguineo por si
solas. Una de las ventajas mas importantes es que el uso de nanoparticulas incrementa la
concentracion del agente terapéutico en el sitio de accion. Ademas, las nanoparticulas tienen
la ventaja de disminuir la toxicidad del tratamiento, y mantienen dentro del organismo los
niveles del agente terapéutico por un periodo prolongado gracias a que estas permanecen por
un mayor tiempo en la circulacion sanguinea (Della Rocca et al., 2012). Desde el punto de vista
fisicoquimico, pueden mejorar la solubilidad y la estabilidad de muchas sustancias facilitando
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la administracion parenteral u oral. También reducen el peligro de degradacion, maximizando

asi la capacidad de accion del agente terapéutico.

Como uno de los desafios mas importantes a superar en terapia oncoldgica es la
administracion de una concentracion determinada de principio activo en el sitio del tumor
durante un periodo conveniente de tiempo, la nanotecnologia surge como una herramienta
promisoria. Ademas de las propiedades beneficiosas inherentes a la administracion de farmacos
mediante sistemas nanoparticulados, su uso para la administracion de anti-tumorales posee
importantes ventajas que radican en la posibilidad de incrementar la concentracion intratumoral
del antineoplasico gracias al efecto de permeabilidad y retencién aumentada (enhanced
permeability and retention effect: EPR), disminuir su toxicidad y mantener los niveles

terapéuticos de la droga por un periodo prolongado (DellaRocca et al., 2012).

Otra ventaja considerable de la utilizacion de sistemas nanoparticulados es la
posibilidad de sobrellevar la resistencia a una droga dada por bombas de eflujo (Kirtane et al.,
2013). La mayor parte de las drogas entran a la célula por difusion a través de la membrana por
lo que son inmediatamente susceptibles a ser activamente bombeadas hacia el exterior

nuevamente.

Las nanoparticulas que se utilizan para transportar este tipo de sustancias son seguras
para el paciente, pues estdn construidas utilizando materiales biocompatibles, los cuales se

sintetizan y caracterizan facilmente (Sun et al., 2014).

Desde 1995, la FDA ha aprobado el uso de ciertas nanoparticulas con distintos fines
para el tratamiento y/o diagnostico de los distintos tipos de cancer. Estas nanoparticulas son
administradas a los pacientes por diferentes vias: oral, local, topica y sistémica. La principal
aplicacion en terapia que se le da a estas nanoparticulas, ya aprobadas, es el de acarrear y dirigir
un farmaco a través del cuerpo del paciente (Anselmo y Mitragotri, 2016).

El sector industrial tiene un gran interés comercial en el desarrollo y produccion a gran
escala de nanoparticulas. Es importante sefialar que la mayoria de las nanoparticulas se pueden
producir facilmente a gran escala. Algunas de las técnicas para la produccion de nanoparticulas,
de grado farmacéutico, a gran escala son: emulsificacion, difusion de solventes y nano
precipitacion. La mayoria de las técnicas permiten una formacion controlada de particulas en

cuanto a forma y tamafio (Wang et al., 2016).
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Dada la versatilidad y ventajas que presentan los sistemas de nanoparticulas para la
administracion de agentes terapéuticos antitumorales, estas podrian ser utilizadas para la

administracion terapéutica de flavonoides.

1.3.1. Clasificacion de los sistemas de nanoparticulas

Segun la composicion del material con el que se preparen las nanoparticulas, estas se
pueden clasificar, fundamentalmente, en: liposomas, nanoparticulas inorganicas Yy
nanoparticulas poliméricas. Tal como indican Urrejo et al (2018) la utilizacion de los sistemas
de nanoparticulas en el area farmacoldgica genera grandes expectativas, las mas utilizadas son
las coloidales, producidas por auto ensamble, y las microcapsulas. El uso de polimeros esta
siendo desarrollado ampliamente para las aplicaciones biomédicas, en su presentacion de

nanoparticulas. Los sistemas de nanoparticulas mas utilizados son los siguientes:

Liposomas y micelas: Vesiculas formadas por lipidos que contienen largas cadenas
hidrofobicas y cabezas hidrofilicas. Esta caracteristica genera estas dos estructuras diferentes,
capaces de cargar moléculas hidrofilicas e hidrofobicas respectivamente. Se caracterizan por
poder ser endocitadas por células in vitro. Sin embargo, estos tipos de nanoparticulas tienen
algunas deficiencias para ser administradas in vivo debido a que poseen una alta carga positiva.
Esta carga induce problemas de hemotoxicidad, causada por agregados generados por la
interaccion entre nanoparticulas y proteinas sanguineas (Duarte et al., 2012). A pesar de los
inconvenientes, este tipo de nanoparticulas han sido ampliamente utilizados para la

administracion de sustancias hidrofilicas en sangre.

Las micelas contienen capas lipidicas que pueden cargar en su interior moléculas
hidrofobicas como aparece en la Figura 6. Aungue los liposomas y las micelas estan hechas de
los mismos lipidos, su disposicion en el espacio permite que estas tengan aplicaciones
diferentes. El liposoma muestra en su estructura una bicapa lipidica, la cual interactia con
moléculas con carga tanto en el exterior como en el interior de ella. Esta cualidad le permite
“cargar” en su interior moléculas hidrofilicas. La micela no contiene en su interior las cabezas
polares de los lipidos, por lo tanto, en el interior de su estructura s6lo puede “cargar” estructuras

sin carga hidrofobicas como ciertos flavonoides.
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Figura 6. Representacion esquematica de sistemas de entrega comunes

desarrollados para fitoquimicos anticancerigenos. (Lagoa et al., 2020)

Nanoparticulas poliméricas: Este tipo de nanoparticulas biodegradables es de los
tipos de nanoparticulas més estudiadas (Figura 6). Algunas de sus caracteristicas es que son
estables, se pueden esterilizar facilmente, se pueden sintetizar a gran escala con resultados
reproducibles, la degradacion es controlada, poseen baja toxicidad e inmunogenicidad. Los
polimeros que se eligen para realizar la sintesis de nanoparticulas deben ser biocompatibles y
biodegradables (Sun et al., 2014), lo cual permite que su degradacion sea controlada y por lo
tanto la administracion del farmaco también lo sera. La degradacion libera al agente terapéutico
paulatinamente. En la mayoria de las nanoparticulas poliméricas la degradacién controlada
produce residuos que no generan dafio toxico, mostrando excelente biocompatibilidad in vitro
e in vivo. Se pueden utilizar polimeros naturales o sintéticos (Wang et al., 2016; Dizaj et al.,
2014; Masood, 2016). Algunos ejemplos de polimeros utilizados en la construccion de
nanoparticulas son la albumina (Tirkey et al., 2017), y polisacaridos como quitosano (Carrillo
etal., 2014; Bor etal., 2016; Pourmortazavi et al., 2019) o alginato (Zhou et al., 2016). Algunos
ejemplos de polimeros sintéticos son la polietilamina (Peng et al., 2017), policaprolactona (Shi
et al., 2014), acido polilactico (Gaspar et al., 2015), polietilenglicol (Frede et al., 2016) y el

acido polilactico-co-glicolico (Gaspar et al., 2015).

Nanoparticulas Inorganicas: La ventaja del uso de nanoparticulas inorganicas es su facil
manipulacion en cuanto a tamafio, forma, composicion y propiedades quimicas. Son faciles de

sintetizar, se pueden producir a gran escala, son facilmente funcionalizadas y pueden ser
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endocitadas por las células. Algunos ejemplos de nanoparticulas inorganicas son los nanotubos
de carbono, las nanoparticulas de fosfatos de calcio, nanoparticulas de oro, nanoparticulas de
silica, y nanoparticulas magnéticas (Wang et al., 2016; Dizaj et al., 2014). A las nanoparticulas
magnéticas se les aplica un campo electromagnético externo que funciona para dirigir el
tratamiento de forma focalizada hacia el sitio anatémico en donde se requiere la liberacion del
farmaco. Existen numerosos casos de éxito de estudios clinicos de nanoparticulas inorganicas,
sin embargo, el uso de estas se ha limitado a patologias cercanas a la superficie del cuerpo
(Vago et al., 2016; Sun et al., 2017).

2. Hipotesis

Los agentes antitumorales que hoy en dia se usan para el tratamiento del cancer son por lo
general muy toxicos, producen dafios severos en las células no tumorales y resistencia ante el
tratamiento prolongado. EIl uso de agentes antitumorales con especificidad para las células
trasformadas, pero inocuos o seguros para las normales, seria ideal para el tratamiento del
cancer. En este sentido, los flavonoides han demostrado citotoxicidad selectiva hacia distintos
tipos de células tumorales con escaso efecto sobre las normales, lo que ha estimulado
enormemente el interés en el desarrollo de terapias quimioterdpicas basadas en flavonoides
(Plochmann et al., 2007; Sak, 2014; Magne et al., 2015). La hipotesis de este estudio es que la
flavona sintética 2°'NF y la apigenina, flavona natural de estructura semejante frente a la cual
se compararan los efectos de la 2°"NF, producen efectos citotoxicos y regulan receptores
fundamentales para la proliferacion celular en lineas celulares de cancer de mama,
representando asi alternativas terapéuticas para ser usadas para el tratamiento del cancer de
mama, fundamentalmente en asociacidn con otras terapias, con el finde potenciar su accién y/o
retrasar el desarrollo de mecanismos de resistencia. Dado que el potencial uso de flavonoides
en terapéutica demanda su adecuada vehiculizacidn para que tengan una alta biodisponibilidad

en el sitio de accion, se proponen posibles sistemas nanométricos para su vehiculizacion.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Estudiar y comparar los efectos celulares y moleculares de la 2"nitroflavona (2"NF) y
la apigenina sobre células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 y analizar la eficiencia
de sistemas nanoparticulados para vehiculizar los flavonoides en estudio mediante ensayos in

vitro.
3.2. Objetivos especificos

1. Analizar los efectos citotoxicos de la apigenina 'y 2"NF sobre las lineas celulares MCF-7
y MDA-MB-231.

2. Estudiar la regulacion por las flavonas de receptores asociados a la proliferacion celular y
a la patogénesis del cancer sobre las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231.
3. Estudiar posibles sistemas de vehiculizacion nanométricos para flavonas. Analizar la

citotoxicidad de las micelas propuestas como vehiculo de los flavonoides.

4. Metodologia

4.1. Materiales y reactivos

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, Inc. (San Luis, Misuri,
EE. UU.). 2-mercaptoetanol, aprotinina, azul de Coomassie R-250, Punceau S, dodecilsulfato
de sodio (SDS), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), fluoruro de sodio (NaF), glucosa,
HEPES, ortovanadato de sodio (Na3Va04), persulfato de amonio [(NH4)2S20¢], pirofosfato de
sodio (Na4P.0Oy), albumina de suero bovino (BSA), Tricina, Triton X-100, Tween 20 y
anticuerpo anti-actina. La acrilamida, la N, N’-metilenbisacrilamida y el y N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED) fueron comprados en Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules,
California, EE. UU.). Los anticuerpos primarios anti-EGFR y anti-ErbB2 fueron adquiridos en
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, Texas, EE. UU.). Los anticuerpos secundarios unidos
a peroxidasa de rabano picante (IgG-HRP) anti-conejo y los siguientes anticuerpos primarios,
fueron adquiridos de Cell Signalling Technology Inc. (Danvers, Massachusetts, EE. UU.): anti-
p38, anti-pp38 y anti-PARP. Los marcadores de peso molecular fueron obtenidos de Bio-Rad

Laboratorios, Inc. (Argentina), conteniendo proteinas recombinantes de entre 10 y 250 kD.
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Para este trabajo, se utilizaron dos flavonas con actividad bioldgica conocida: apigenina
y la2’NF. La apigenina (4",5,7-trihidroxi-flavona) (Figura 7) es un flavonoide, perteneciente
al grupo de las flavonas, ampliamente distribuido en plantas incluidas la mayoria de las
verduras y frutas. Se ha reportado que la apigenina posee mdultiples funciones bioldgicas
demostrando efectos protectores antiinflamatorios, antioxidantes, antibacterianos, antivirales,
antitumorales y cardiovasculares (Xu, et al., 2020). La Apigenina (CAS Number 520-36-5) se
obtuvo de forma comercial de Cayman Chemical.

OH

HO 0

O
OH

Figura 7. Estructura de la apigenina. (Hazafa et al., 2019)
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La 2 nitroflavona (2°NF) fue obtenida de forma sintética en el laboratorio de la Dra.
Marder (Instituto de Quimicay Fisicoquimica Bioldgicas, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Buenos Aires Argentina) mediante procedimientos previamente reportados (Marder, et al.,
1997). La determinacion de pureza e identificacion del producto final se realiza mediante
HPLC y resonancia magnética nuclear (RMN). La estructura reportada por los autores se

muestra en la Figura 8.

O2N

O

O

Figura 8. Estructura de la 2 nitroflavona. (Marder, et al., 1997)
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4.2. Lineas Celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de epitelio mamario: MCF-7 y MDA-MB-231.

a- La linea celular MCF-7 (ATCC® HTB-2TM, Rockville, MD, USA) fue,
originalmente obtenida de una efusion pleural proveniente de una mujer caucasica
de 69 afios con carcinoma ductal invasivo (IDC) y constituye una linea derivada de
un adenocarcinoma humano de mama que sobre expresa los receptores de estrogeno
y progesterona (ER+/PR+/HER2-) representando, por lo tanto, un modelo
experimental para el estudio del cancer de mama hormono-dependiente, Luminar
A. (J.Cancer, 2017)

b- La linea celular MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™Rockville, MD, USA) es una
linea celular epitelial de cancer de mama establecida a partir de una efusion pleural
de una mujer caucasica de 51 afios con adenocarcinoma mamario metastasico. Se
expresa como un tumor del tipo adenocarcinoma (AC) y no expresa los receptores
antes mencionados, constituyendo un modelo experimental in vitro del cancer de

mama hormono-independiente (triple-negativo=ER-/PR-/HER2-). (J.Cancer, 2017)

4.3. Micelas

Los nanosistemas micelares fueron preparadas y amablemente cedidas por miembros
del Departamento de Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica. Las
mismas fueron disefiadas utilizando una formulacion micelar mixta compuesta por Soluplus®
y TPGS usada en un estudio donde la caracterizacion morfologica de las micelas vacias se
realiz6 mediante microscopia electronica de transmision (TEM) y la concentracion de la droga
dentro de las micelas fue medida mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Este
estudio demostré el aumento de la solubilidad acuosa y mejora in vitro de la eficiencia
antitumoral de una de las drogas quimioterapeuticas mas importantes, paclitaxel (PTX), en las
lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 (E. Bernabeu et al, 2015).

4.4. Mantenimiento de las lineas celulares en cultivo

Las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 fueron mantenidas en medio esencial

minimo de cultivo DMEM suplementado con bicarbonato de sodio (2,4g/L), suero fetal bovino
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(SFB) previamente decomplementado por calentamiento a 56°C durante 30 min (10% final),
antibidticos penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml) y glutamina (2 mM). Las lineas
celulares fueron incubadas en botellas de cultivo de 75 cm?, a 37°C y 5% de CO2 en una
atmosfera himeda, realizando subcultivos periédicamente para mantener las células en cultivo

0 para su amplificacion segun los requerimientos.

4.5 Determinacion de la viabilidad celular: actividad de hexosaminidasa

Como parametro para estimar el nimero de células relativas viables se utilizd un ensayo
colorimétrico que determina la actividad de la enzima hexosaminidasa en cultivos celulares.
La hexosaminidasa es una enzima lisosomal cuya actividad es proporcional al nimero de

células viables.

Especificamente, se utilizd el método colorimétrico disefiado por Landegren en 1984
(Landegren, 1984). Para este ensayo colorimétrico se emplea 4-Nitrophenyl N-acetyl-p-D-
glucosamina disuelta en buffer citrato 50 mM , 0,25% (v/v) Triton X-100pH 5,0 como sustrato
sintético para detectar la actividad de la enzima hexosaminidasa, con el cual se incuba durante
2 hs. Tras dicho periodo de incubacién, se bloquea la actividad enzimatica y se agrega el
reactivo revelador (50 M glicina, 5mM EDTA, pH 10,4). El producto de esta reaccion da lugar
a una emision colorimétrica (amarillo) proporcional al tamafio de la poblacion celular que

puede cuantificarse en el espectrofotémetro o colorimetro de placas a 405 nm.
4.6 Determinacion de la citotoxicidad del vehiculo a usar.

Se realizaron dos estudios separados con distintas proporciones de dos posibles
vehiculos: 10% (v/v) de DMSO en etanol y 10% (v/v) de DMSO en DMEM. Las células fueron
sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10.000 células/pocillo contadas mediante
camara de Neubauer en medio DMEM suplementado. Luego de 24hs, se cambia el medio
fresco conteniendo concentraciones crecientes del vehiculo en estudio (1, 2, 4, 6, 8, 10%).
Luego, las células se incubaron por 48 horas y se determind el nimero de células viables
mediante el método colorimétrico que evalla la actividad de hexosaminidasa. Los resultados
obtenidos se expresan como porcentaje del crecimiento celular respecto al control (sin

tratamiento). Los detalles del disefio de los ensayos realizados se muestran en la siguiente tabla:
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Vehiculo (1:10)
% Etanol o DMEM | DMSO
Vehiculo | DMEM (ul) | Vehiculo (gL) (%) (%)
0 500 - 0 0
1% 495 5 09 0.1
2% 490 10 1.8 0.2
4% 480 20 36 0.4
6% 470 30 54 0.6
8% 460 40 72 0.8
10% 450 50 9 1

Tabla I1. Disefio experimental para el estudio de citotoxicidad de los
vehiculos 10% de DMSO en etanol y 10% de DMSO en DMEM.

4.7. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (1Cso)

Para la determinacion de la inhibicion del 50% del crecimiento (ICso) para cada
flavonoide estudiado en cada una de las lineas celulares se realizo el siguiente procedimiento
experimental: las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10.000
células/pocillo contadas mediante cAmara de Neubauer en medio DMEM suplementado. Luego
de 24hs, se cambia el medio fresco conteniendo concentraciones crecientes de los flavonoides
(2,5, 10,15 ,20, 40, 50, 60 y 80 uM). Las células se incubaron por 48 horas y se determing el
numero de células viables mediante el método colorimétrico que evalta la actividad de
hexosaminidasa. Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje del crecimiento celular
respecto al control (sin tratamiento). Las células control son células incubadas en ausencia de
flavonoides, pero en presencia de un alicuota equivalente del vehiculo en el que estos son
disueltos (10% v/v de DMSO en etanol). Los valores de 1Csg se determinan a partir del analisis

de las curvas dosis-respuesta obtenidas.
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4.8. Cultivo y tratamiento de las lineas celulares con flavonoides (apigenina

y 2’NF) para su analisis por western blot.

Para estudiar la expresion de distintos receptores y mediadores de la sefial por western
blot tras tratamiento de las células con las flavonas las células se sembraron en placas de 35
mm en una concentracion de 500.000 células/placa en medio completo. Al dia siguiente se
cambid el medio por DMEM con concentraciones crecientes de apigenina (40 y 80 uM) o0 2'NF
(10y 20 uM) y se incubaron las células durante 48 hs. Las células control son células incubadas
en ausencia de flavonoides, pero en presencia de un alicuota equivalente del vehiculo en el que
estos son disueltos (10% v/v de DMSO en etanol). Se utilizaron dosis menores y mayores a la
ICso previamente determinada de cada flavona. Finalizado el periodo de incubacion, las células
se lavaron con buffer fosfato salino (PBS) y las placas se conservaron a -80°C para la posterior

preparacion del solubilizado celular y las muestras para immunoblotting.

4.9. Immunoblotting o western blotting (WB)

Para analizar las muestras por immunoblotting, se extrajeron las proteinas totales de las
células conservadas a -80°C mediante solubilizacion en buffer pH 7,4; Triton X-100 1% (P/V),
BuferHepes 100 mM, EDTA 10 mM, pirofosfato de sodio 100 mM, fluoruro de sodio 100 mM
y ortovanadato de sodio 10 mM y, PMSF 2 mM y aprotinina 0,032 unidades inhibitorias de
tripsina para evitar tanto la degradacion como la desfosforilacion de las proteinas. Los
homogenatos se centrifugaron para remover el material insoluble. La concentracién de
proteinas del sobrenadante fue determinada utilizando el método del acido bicinconinico
(BCA) y para luego proceder a la preparacién de las muestras en buffer Laemmli (Laemmli

1970) para su analisis por WB.

Método de BCA

El &cido bicinconinico, sal sodica, es un compuesto capaz de formar un complejo
purpura intenso con iones Cu*™ en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un método
analitico capaz de monitorizar el idn cuproso producido en una reaccion entre las proteinas con
Cu*? en medio alcalino (reaccion de Biuret). La estabilidad del reactivo y el cromdforo
proporciona un método para la cuantificacion de proteinas que es sencillo, rapido, muy

sensible, y que muestra una gran tolerancia a compuestos que afectan a otros métodos.
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Proteina + Cu®**OH~ — Cu'*
Cu'* + BCA 60°C » BCA — Cu'*(comlejo purpura)

Para este ensayo se realiza una curva de calibracion con estandares de seroalbumina
bovina (BSA) y posteriormente se incuba con volimenes fijos de BCA (200 uL de BCA por
cada 20 pL de muestra) incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente y leidas a 562 nm y

contrastados con la curva de calibracion.

Las proteinas recuperadas se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con detergente SDS (SDS-PAGE), el equipo empleado fue Mini Protean de la

empresa (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, California, EE.UU.).

En todas las ocasiones se utilizaron geles discontinuos compuestos por un gel
concentrador o stacking y un gel de resolucion o running. Ambos geles se prepararon a partir
de una solucién madre de acrilamida/bis-acrilamida al 30%: 29,2% p/v acrilamida y 0,8% p/v
de N,N’-metilenbisacrilamida. El gel concentrador fue preparado siempre al 4% de
acrilamida/bis-acrilamida con buffer Tris-HCI 1,5 M de pH 6,8. En cambio, el porcentaje del
gel de resolucion utilizado fue variable (7,5%, 10% y 12%) dependiendo del peso molecular

de la proteina de interés, preparado siempre con buffer Tris-HCI 1,5 M de pH 8,8.

Como iniciador y catalizador de la reaccion de polimerizacion se utilizaron 1 % p/v de
persulfato de amonio (NH4)2S20g y 0,09% p/v de TEMED, respectivamente. Las corridas se
realizaron a temperatura ambiente, aplicando 100 voltios (V) hasta que las proteinas alcanzaran
el gel de resolucion, momento a partir del cual se aumentd a 135 V. La electroforesis se realizd
en buffer Tris-Glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 % p/v., pH 8,3).

Las proteinas de los solubilizados celulares, una vez separadas mediante SDS-PAGE,
fueron transferidas a membranas de PVDF (AmershamHybond P 0,45 PVDF, GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido) previamente activadas en metanol por unos segundos. La
electrotransferencia en condiciones semisecas se realizo en un equipo modelo VV20-SDB (Scie-
Plas Ltd., Cambourne Cambridge, Reino Unido), durante una hora y media a corriente
constante (0,1 A/membrana) y en presencia de un buffer de transferencia compuesto por: Tris
25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 % v/v y SDS 0,03 % p/v. El éxito de la transferencia fue
corroborado mediante la tincion de la membrana de PVDF con una solucion de Rojo Ponceau
S 1% en agua y acetico. Luego se procedié a bloquear durante 1 h a temperatura ambiente los
sitios libres de proteina con BSA 3% en T-TBS (buffer Tris salino con Tween 20; Tris-HCI 10
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mM, NaCl 150 mM y Tween 20 0,02 % p/v; pH 7,60) y de esa forma, evitar la unién
inespecifica de los anticuerpos a la membrana. Una vez hecho el bloqueo, se realizo la

incubacién con el anticuerpo especifico para la proteina de interés en agitacion a 4°C.

Al dia siguiente, se realizaron lavados con T-TBS y se procedié a incubar dichas
membranas, 1lh en agitacibn a temperatura ambiente, con el anticuerpo primario
(Concentracion 1:1000 en T-TBS y BSA 1%) para luego realizar lavados con T-TBS e incubar
1h con el anticuerpo secundario conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP)
(Concentracion 1:1000 en T-TBS y BSA 0.5%) que reconoceria la zona Fc del anticuerpo
primario especifico para la proteina de interés. Finalizado el tiempo de incubacion, se
realizaron lavados y se realizé el revelado de la sefial especifica mediante quimioluminiscencia
utilizando un kit comercial con el sustrato para la HRP (Pierce™ ECL Plus Western Blotting

Substrate, Thermo Fisher Scientific, Inc.).

La sefial se recogié en placas autorradiograficas (Amersham Hyperfilm ECL, GE
Healthcare) que fueron reveladas, y las imagenes obtenidas se escanearon. La intensidad de las
bandas se cuantifico utilizando el programa Gel-Pro analyzer (Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, EE.UU.). Los valores de densidad dptica (D.O.) obtenidos fueron corregidos

por control de carga y relativizados al promedio de los valores obtenidos para los controles.

4.10. Estudio sobre micelas de TPGS y Soluplus® como posible sistema de

vehiculizacién nanométrico para la apigenina.

Para cargar las nanoparticulas con apigenina se realizd el siguiente procedimiento
experimental: Las nanoparticulas vacias fueron preparadas usando Soluplus® y TPGS en una
proporcién de 2:1 en agua destilada a temperatura ambiente y equilibrando el sistema a 25°C.
Luego, mediante la difusion de apigenina en etanol y el agregado por goteo a la solucion del
sistema micelar, bajo agitacion magnética a 25 °C, las micelas cargadas resultantes fueron
filtradas a través de una membrana de 0.45 pum para su uso. Para estudiar la citotoxicidad del
vehiculo nanométrico, las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de
10.000 células/pocillo en medio DMEM suplementado. Luego de 24hs, se cambia el medio
fresco conteniendo distintas concentraciones de: apigenina (con DMSO en etanol como
vehiculo), micelas Soluplus®/TPGS (2:1) cargadas con apigenina y micelas Soluplus®/TPGS

(2:1) vacias en una alicuota equivalente a una concentracion de apigenina de 2, 5, 10, 15, 20,
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30y 40 uM. Las celulas se incubaron por 48 horas y se determino el nimero de células viables
mediante el método colorimétrico que evalla la actividad de hexosaminidasa. Los resultados
obtenidos se expresan como porcentaje del crecimiento celular respecto al control (sin
tratamiento). La comparacion de los efectos de estos tratamientos se evaluo a partir del analisis

de las curvas dosis-respuesta obtenidas.

4.11. Analisis estadistico de los resultados.

Las muestras de las células tratadas con los flavonoides y sus respectivos controles
fueron analizadas en paralelo. Los resultados se presentan con la media + el desvio estandar de
la media (SDM) del nimero de muestras. El andlisis estadistico se realizé mediante un analisis
de varianza (ANOVA) de una sola via seguido de la prueba de Newman-Keuls de comparacion
maltiple o una Prueba T para los ensayos de ICso. Se trabajo con el programa de estadistica
GraphPadPrism version 8.00 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, EE. UU.). Los
resultados significativamente distintos al basal se indican con *, con p < 0,05y **, con p <
0,01.
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5. Resultados y Discusiones

5.1. Analizar los efectos citotdxicos de la apigenina 'y 2° NF sobre las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231.

Para analizar los efectos citotoxicos de las flavonas, se analizo la viabilidad celular de
las células MCF-7 y MDA-MB-231 tras incubacién con distintas dosis de apigenina o 2°NF.
Estos ensayos permitieron obtener curvas dosis-respuesta para cada linea celular y cada flavona
a partir de las cuales se estimo la concentracion que inhibe al 50% la viabilidad celular (ICsp).

Ello implico, previamente, la puesta a punto de las condiciones del ensayo.

Debido a la baja solubilidad de los flavonoides, fue necesario estudiar una manera de
incorporarlos al medio de cultivo. EI DMSO es un solvente aproético y altamente polar,
principalmente usado para la criopreservacion de células, ya que disminuye el estrés osmotico
y la deshidratacion celular, y como vehiculo de penetracidn de diversos farmacos. (J. Hebeling,
et al, 2015). Bioldgicamente es muy téxico por lo que es importante estudiar sus efectos sobre
la viabilidad celular al usarlo como vehiculo. Con la intencién de determinar la mayor
concentracion del vehiculo que se puede usar sin disminuir la viabilidad celular de manera
significativa, se analizo el efecto sobre viabilidad celular de distintas concentraciones de dos
posibles vehiculos: 10% DMSO en etanol y 10% DMSO en DMEM. Estos estudios fueron
importantes para el disefio de los posteriores protocolos destinados a determinar viabilidad

celular y los efectos moleculares de las flavonas sobre las lineas celulares.

5.1.1. Citotoxicidad de los vehiculos para el tratamiento de las células con los
flavonoides.
Se observo6 una tendencia a la disminucién de la viabilidad celular cercana al 50% al
usar concentraciones mayores al 6% de vehiculo. Concentraciones menores o iguales no

muestran una tendencia a reducir la viabilidad celular, obteniendo resultados similares al grupo

control (Figura 9).
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Figura 9. Viabilidad celular (expresado en porcentaje) frente a la incubacién con distintas
concentraciones de vehiculo 10% (v/v) DMSO en Etanol. Los valores representan la media +

DE de cinco réplicas técnicas tratando células MDA-MB-231.

Una concentracién de 6% de vehiculo corresponde a una concentracion de DMSO de
0,6% (Tabla Il) que coincide con lo reportado como concentracion limite para no observar
citotoxicidad. En este sentido, Jamalzadeh y colaboradores en el 2016 (Jamalzadeh, et al.,
2016) realizan un estudio sobre el efecto citotdxico de varios solventes organicos comunes en
varias lineas celulares, incluidas cancer de mama. En este trabajo los autores reportan que altas

concentraciones de DMSO pueden influir en el metabolismo celular (inhibiendo la replicacion)
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asi como afectar la integridad de la membrana. De esta forma, nuestros resultados de

disminucion de viabilidad pueden asociarse a los efectos reportados anteriormente.

Por otro lado, el estudio donde se utiliz6 el medio de cultivo DMEM en lugar del etanol
no mostrd una tendencia definida respecto a los a efectos del vehiculo sobre la viabilidad
celular para bajas concentraciones de DMSO, posiblemente, por una inadecuada solubilizacion
del DMSO (Figura 10), no permitiendo concluir el efecto del uso de 10% (v/v) DMSO en
DMEM como vehiculo para los estudios siguientes.
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Figura 10. Viabilidad celular (expresado en porcentaje) en distintas concentraciones de
vehiculo 10% DMSO-DMEM. Los valores representan la media + DE de cinco réplicas
técnicas tratando células MDA-MB-231.
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Basado en estudios previos (Cardenas et al., 2006; 2008) y los resultados que muestran
estos ensayos se decide que el uso de 10% (v/v) DMSO en EtOH como vehiculo a una
concentracion menor o igual al 6% no tiene efecto sobre la viabilidad celular, lo cual garantiza
que los efectos sobre viabilidad que se veran después corresponden a las flavonas y no al

vehiculo.

5.1.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los
flavonoides 2°NF y apigenina en dos lineas celulares de cancer de

mama.

Con la intencion de evaluar el efecto citotoxico de la 2"NF y la apigenina sobre las
células de cancer de mama en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231, las células se incubaron
durante 48 hs con concentraciones de entre 2 y 80 uM de los flavonoides. La viabilidad celular
se determind mediante el método de la hexosaminidasa y se normalizaron los valores con el
promedio de los controles. Los valores de viabilidad remanente para cada concentracion se
expresaron como porcentaje de la viabilidad respecto al control (incubacién con el vehiculo).
Los datos obtenidos permitieron disefiar las curvas dosis-respuesta para cada flavona en cada
linea celular haciendo la transformacion logaritmica de las concentraciones seguido de un
analisis de regresion no linear (ajuste de curva). A partir de dichas curvas (Figura 11) se pudo

estimar la concentracion inhibitoria 50 (1Cso).

Para ambas lineas celulares se pudo observar una tendencia a la disminucion de la
viabilidad celular al exponer las células a concentraciones crecientes de ambos flavonoides
(Figura 11). Al comparar la viabilidad celular para una misma flavona en las dos lineas
celulares, se observé un ICso similar; sin embargo, en ambos casos se requirieron
concentraciones menores de las flavonas para inhibir la viabilidad celular de las células MCF-
7 (Figura 11, Tabla I1l). Por su parte, al considerar cada linea celular por separado y comparar
el efecto de las dos flavonas, se observé una menor viabilidad celular para las células tratadas
con 2°NF lo cual se evidencia en una diferencia significativa entre los valores de ICso para el
tratamiento con 2"NF en ambas lineas celulares (Figura 11, Tabla I11), indicando que su efecto
citotoxico sobre las células fue superior al requerir una dosis menor para lograr la inhibicion
celular, esto nos hace considerar que su capacidad para inducir muerte celular es mayor a la de

la apigenina.
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Figura 11. Ensayos ICso de linea celular MDA-MB-231(A) y MCF-7 (C) tratados con
concentraciones entre 2 y 80 UM de apigenina'y 2'NF. Prueba T entre los 1Cso de las
réplicas biologicas en la linea MDA-MB-231 (B) y MCF-7 (D). Los valores
representan la media + DS de 4 experimentos independientes (*p<0.05)
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Flavonoide ICs0 en MDA-MB-231(um) | 1Cs0 en MCF-7 (um)

Apigenina 63.71 £ 6.84 56.86 £ 7.19

2 Nitroflavona 19.47 £5.33 18.62 +5.89

Tabla I11: 1Cso = DE de la linea celular MDA-MB-231 y MCF-7 tratados con
apigenina y 2"Nitroflavona. Los valores representan la media £ DS de 4 experimentos

independientes.

El efecto inhibitorio de la apigenina concuerda con reportes previos (Lord, C., 2008).
(Madunic, J. et al., 2018). Se ha analizado su efecto contra la linea MCF-7, concluyéndose que
este flavonoide bloquea el desarrollo tumoral al activar la apoptosis extrinseca, promoviendo
la expresion de las proteinas p53, p21 y suprimiendo la sefalizacion del factor nuclear-kB
(NFkB) y el transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (siglas en inglés STAT3)
(Madunic, J. et al., 2018). Asimismo, el efecto inhibitorio de la apigenina obtenido sobre la
linea celular MDA-MB-231 es consistente con investigaciones anteriores en la cual se mostrd
que el inicio de la apoptosis, tras la incubacion con apigenina, ocurria a través de la liberacion

del citocromo c y la activacion de la caspasa-3 (A. M. Scherbakov et al, 2015)

Se encontré que el valor de ICso para la 2" nitroflavona es significativamente menor al
de la apigenina para ambas lineas celulares (Figura 11), indicando que su efecto citotoxico
sobre las células cancerigenas fue superior al requerir una dosis menor para lograr la inhibicion
celular, esto nos hace considerar que su capacidad para inducir muerte celular es mayor al de
la apigenina. Si bien se han hecho algunos estudios respecto al mecanismo de accion citotoxico
de la 2°NF en otros tipos celulares (Cardenas et al., 2009; 2012), estan en estudio los cambios

a nivel celular y molecular que se dan en células de cancer de mama.
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5.1.3. Analizar los efectos de los flavonoides apigenina y 2°"NF sobre la
expresion de PARP-1 y la fosforilacion de p38 en dos lineas celulares

de cancer de mama.

e Expresion del clivaje de PARP-1 en células tratadas con
apigenina y 2"Nitroflavona en dos lineas celulares de cancer de

mama.

Investigaciones empleando polifenoles derivados de frutas como la buteina han
demostrado una activacion dosis dependiente de las p38, asi como la disminucion de la
proliferacion de células de cancer de mama (Heng, L., 2012). Se ha reportado la induccién de
la apoptosis en células de cancer de mama a través de la activacion de JINK-1 en conjunto a la
fosforilacion de la p38 (Kim, M., 2009). Para detectar si la activacion de p38 es inducida frente
a incubacion con las flavonas en estudio, se determino su fosforilacion mediante western blot
(Heng, L., 2012).

Para ambas lineas celulares y ambos flavonoides se detectaron bandas de PARP-1 (116
kDA) asi como también su producto de escision C-terminal (89 kDA). Nos fue posible
distinguir un comportamiento directamente proporcional entre la concentracion de los
flavonoides suministrada y el aumento del clivaje de PARP-1 (Figura 12), lo anterior podria
deberse a la activacion de la Caspasa-3 que clivé la PARP-1 y seria, por tanto, indicio del

proceso apoptotico en las lineas celulares.
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Figura 12: Ensayos de western blot del clivaje de PARP de linea celular MDA (A) y MCF-7
(B) tratados con apigenina. Sobre MDA (C) y MCF-7 (D) tratados con 2’NF. Los valores
representan la media + DE de 5 experimentos independientes analizados por one way NOVA
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seguido de un analisis de comparaciones multiples entre cada concentracion y el control.
(*p<0.05 y **p<0.01). Las calles numeradas corresponden a los tratamientos observados en

los gréaficos.

e Fosforilacion de p38 en células tratadas con apigeninay 2"NF en

dos lineas celulares de cancer de mama.

Se encontrd un incremento en la expresion de la p38 fosforilada cuando las lineas
celulares MDA y MCEF-7 fueron expuestas a apigenina y 2’NF (Figura 13). Esto sugieren que
ambos flavonoides podrian activar apoptosis en las lineas celulares de cancer de mama a través
de rutas mediadas por proteinas como p38. Adicionalmente, otras vias de sefializacion podrian
participar en el proceso como ser JNK. Paraello, se deberian continuar los estudios moleculares

iniciales presentados en esta tesis.
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tratados con 2’NF. Los valores representan la media + DE de 5 experimentos independientes
analizados por one way ANOVA seguido de un analisis de comparaciones multiples entre
cada concentracion y el control. (*p<0.05 y **p<0.01). Las calles numeradas corresponden a
los tratamientos observados en los gréaficos.

5.2. Analizar los efectos de los flavonoides apigenina y 2°NF sobre la
expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y Erb

B2 (HER2) en dos lineas celulares de cancer de mama.

e Expresion de EGFR y Erb B2 en células tratadas con apigenina
y 2'NF

Uno de los mecanismos mediante el cual los flavonoides interactian con las células
ocurre a través de los receptores tirosina quinasas transmembranales (RTK), especificamente
los implicados en la sefializacion de factores de crecimiento, algunos de ellos son: EGFR, Erb
B2 (HER2), VEGFR3, PDGFR, entre otros (Sherbakob, 2015).

La aplicacion de los flavonoides apigenina y 2°NF ocasiond una disminucion de los
receptores EGFR, aunque en este caso solo se encontraron resultados estadisticamente
significativos para las lineas celulares tratadas con 2’NF (Figura 14). Particularmente se
observo una disminucion estadisticamente significativa de la expresion de Erb B2 en ambas
lineas celulares con ambos flavonoides, contrastandolo con los valores expresados en el grupo
control (Figura 15). Lo anterior podria indicar que una de las vias por la cual la apigeninay la
2’NF inhiben el desarrollo de las lineas celulares seria a través de la modulacion de estos RTK.

La disminucion en la expresion de los RTK EGFR y Erb B2 implica que tanto la
apigenina como el 2’NF poseen una predisposicion para modular negativamente este tipo de
receptores, lo cual es especialmente importante, tomando en cuenta que algunos canceres de
mama se caracterizan por mutaciones genéticas que llevan a la sobre expresion de los
receptores EGFR y Erb B2. Tomando en cuenta lo expresado anteriormente, la apigeninay el
2’NF podrian ser buenas opciones de posibles farmacos coadyuvantes para usar en conjunto

con otros tratamientos basados en el blogueo de los receptores EGFR o Erb B2.
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Figura 14: Ensayos de western blot de la expresion de EGFR en linea celular MDA (A) y
MCF-7 (B) tratados con apigenina. En MDA (C) y MCF-7 (D) tratados con 2’NF. Los
valores representan la media £ DE de 5 experimentos independientes para MDA y 4

experimentos idependientes para MCF analizados por one way ANOVA seguido de un
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analisis de comparaciones multiples entre cada concentracion y el control. (*p<0.05). Las

calles numeradas corresponden a los tratamientos observados en los gréaficos.
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Figura 15: Ensayos de western blot de la expresion de Erb B2 en linea celular MDA (A) y
MCF-7 (B) tratados con apigenina. En linea celular MDA (C)y MCF-7 (D) tratados con
2’NF. Los valores representan la media + DE de 5 experimentos independientes para MDAy
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4 experimentos independientes para MCF analizados por one way ANOVA seguido de un
andlisis de comparaciones maltiples entre cada concentracién y el control. (*p<0.05). Las
calles numeradas corresponden a los tratamientos observados en los gréaficos.

5.3 Estudiar posibles sistemas de vehiculizacion nanométricos para la
apigenina.

La emergencia de sistemas portadores nanoscopicos que permitan solubilizar y dirigir
drogas han mejorado el prospecto del resultado de tratamientos. Entre ellos, las micelas
poliméricas (MP) es uno de los sistemas mas prometedores, mejorando la solubilidad y la
estabilidad de farmacos hidrofobicos gracias a que su estructura hidréfila en su exterior y sus
segmentos hidrofobicos en la region del nucleo interior permiten la vehiculizacion de drogas
en su interior. Esto a su vez reduce la captacion inespecifica por el sistema reticuloendotelial

(RES) y favorece el targetting mediante el efecto de retencion y permeabilidad (EPR).

La linea celular MDA-MB-231 fue usada para este ensayo preliminar donde se evaluo
la eficiencia del sistema micelar Soluplus®-TPGS (2:1) cargado con apigenina en comparacion
con el tratamiento de apigenina, usado anteriormente, y otro tratamiento usando las micelas
vacias Soluplus®-TPGS (2:1) en un alicuota equivalente al tratamiento con las micelas
cargadas. Las células fueron tratadas durante 48hs y, tras medir la accion de la hexosaminidasa,
se encontrd una tendencia a una menor viabilidad celular para las células tratadas con el sistema
micelar cargado con apigenina por sobre las que fueron tratadas con apigenina, en etanol con
DMSO como vehiculo. Sin embargo, se pudo observar que la tendencia de la supervivencia
para las células tratadas con el sistema micelas vacias era casi tres veces menor que el de células
tratadas con el sistema micelas cargado con apigenina (Figura 16 y Tabla V). Esto se podria

deber a que la apigenina este alterando las propiedades del sistema micelar.
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Figura 16: Ensayos ICsg de linea celular MDA-MB-231; tratados con concentraciones
entre 2'y 40 uM de Apigenina vehiculizado con 6% de solucion 10% DMSO en Etanol,
micelas Soluplus®-TPGS (2:1) vacias y micelas Soluplus®-TPGS (2:1) con Apigenina. Los

resultados observados corresponden al analisis de 4 réplicas técnicas.

Tratamiento ICs0en MDA-MB-231(um)
Apigenina 30.60 + 1.28
- ®- s
Micelas Soluplus®-TPGS vacias 1021 +3.93
- ®- - -
Micelas Soluplus®-TPGS con Apigenina 9922 + 274

Tabla IV: ICso £ DE de la linea celular MDA-MB-231 tratada con Apigenina
vehiculizado con 6% de solucion 10% DMSO en Etanol, micelas Soluplus®-TPGS (2:1) con
Apigenina y micelas Soluplus®-TPGS (2:1) vacias. Los resultados observados corresponden

al andlisis de 4 réplicas técnicas.
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6. CONCLUSION:

El cancer de mama es un problema de salud que a la fecha cobra hasta 685.000 vidas
anualmente, si bien se cuenta con los métodos tradicionales de tratamiento: Radioterapia,
quimioterapia y cirugia, estos conllevan efectos secundarios graves para los pacientes, no solo

siendo agresivos, sino que pueden dejar dafios permanentes en tejidos como la médula dsea.

Ante la necesidad de nuevas terapias mas amigables con el paciente y efectivas contra
el cancer los flavonoides se postulan como una opcion prometedora para estudiar. Estos
compuestos, extraidos principalmente de plantas y frutos, pueden interactuar con células sanas,
produciendo baja citotoxicidad, mientras que su comportamiento con células cancerigenas
puede inhibir su desarrollo, asi como activar vias apoptoticas en dichas células. Adicionalmente
se ha explorado la implementacion de nanotecnologia para mejorar la entrega de los farmacos

a las células a través de sistemas que incorporen micelas con nanoparticulas.

Para esta investigacion se evaluaron dos flavonoides, uno natural y uno sintético, la
apigenina y la 2"NF respectivamente. Se buscd determinar su eficiencia contra las lineas de
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

Los flavonoides demostraron una tendencia a inhibir el crecimiento de las células
cancerosas, de hecho, se determinaron un ICso de 56.81M para la apigenina 'y 19.47 yuM para
2'NF en la linea MDA-MB-231, mientras que los ICso de 63.71 uM para la apigenina 'y 18.62
MM para 2°NF en la linea MDA-MB-231. Cabe destacar que la 2"NF demostr6 una capacidad

citotoxica superior a la de la apigenina.

Por otra parte, se observo un incremento de clivaje de la proteina PARP-1 en las lineas
celulares una vez interactuaron con los flavonoides. El clivaje de la PARP-1 sugiere la
activacion de caspasas y por ello la utilizacion de vias apoptoticas en las células, esto sugiere
que dichos compuestos promueven la muerte celular de las células cancerigenas. Sin embargo,
métodos alternativos seran necesarios para confirmar que la citotoxicidad inducida por las

flavonas ocurre por apoptosis.

Asi mismo se registré un aumento de concentracion de la fosforilacion de la p38, dicho
acto concuerda con otras investigaciones de otros flavonoides, lo cual da indicios de la

capacidad de estos compuestos para activar apoptosis por medio de la via de p38 MAPK.
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Adicionalmente, se considerd la interaccion entre la apigenina y la 2°NF contra el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y Erb B2 en dos lineas celulares de
cancer de mama. Se determin6 un comportamiento inversamente proporcional, es decir; que,
en respuesta al aumento de la concentracion de los flavonoides, ocurrio la disminucién de
expresion de los receptores. Lo anterior es especialmente alentador, debido a que varios
canceres de mama se caracterizan por mutaciones genéticas que llevan a la sobre expresion de
los receptores EGFR y Erb B2, y dicha particularidad permite que las células cancerigenas
sobrevivan y proliferen, por lo tanto, modularlos negativamente permitiria frenar el crecimiento

y desarrollo del cancer.

Por ultimo, el ensayo preliminar para evaluar la eficiencia de las nanoparticulas
demostr6 una tendencia a una mayor citotoxicidad para las nanoparticulas vacias por sobre las
cargadas y el tratamiento con apigenina. Esto sugiere que esta nanoparticula mixta no es ideal

para trasportar el flavonoide.

Los resultados de esta investigacion alertan del posible uso de las sustancias apigenina
y 2'"NF como posibles farmacos coadyuvantes para terapias que traten el cancer de mama,
aprovechando sus cualidades anti proliferativas, activadoras de apoptosis en células cancerosas
y bloqueadoras de receptores indispensables para las células mutadas. Se recomienda mayor
investigacion en modelos in vivo para determinar posibles efectos alternos y su eficacia contra

el cancer.
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