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1. RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de las isoflavonas de soya presentes
en un nutracéutico, sobre el crecimiento de las lineas tumorales MCF-7 y MDA-MB-231 de
cancer de mama, HCT-15 de cancer de colon y HeL.a de cancer cervicouterino.

Se emplearon dos lotes de un nutracéutico comercial de isoflavonas de soya, la presentacion
del nutracéutico es en capsulas de las cuales Unicamente se empled el polvo. El polvo fue
sometido a una digestion simulada, posteriormente se determino la presencia de las isoflavonas,
mediante la cuantificacion de compuestos fenolicos totales, cromatografia en capa fina,
espectrofotometria UV/Vis y su actividad biologica se determindé mediante la cuantificacion de
su capacidad antioxidante.

Posteriormente, se sembraron 5, 000 células por pozo en cajas de 96 pozos, de cada una de
las lineas celulares tumorales en el medio de cultivo correspondiente; posteriormente, se
adicionaron concentraciones crecientes de isoflavonas de soya como compuestos fenolicos
totales de 20 a 220 uM y se incubaron por 24 horas. Finalmente empleando el reactivo XTT se
determiné el efecto antiproliferativo y la dosis letal media sobre las lineas tumorales MCF-7,
MDA-MB-231, HCT-15 y HeLa.

Los resultados obtenidos mostraron que las isoflavonas de soya mantuvieron su integridad y
funcionalidad, después de una digestion simulada.

En las cuatro lineas celulares, se observé una disminucion en la proliferacion celular,
encontrando en cada caso una dosis letal media, para MCF-7 de 100 pM, para MDA-MB-231
fue de 140 uM, HCT-15 de 130 uM y para HelLa de 160 puM.

Estos resultados muestran que las isoflavonas de soya contenidas en un nutracéutico
mantuvieron su actividad, ain después de ser sometidas a un proceso de digestion simulada y
disminuyeron la proliferacion de células de lineas tumorales de cancer, inclusive en la linea
celular MDA-MB-231 que no expresa receptores para estrogenos, lo cual indica que las
isoflavonas de soya actiian en esta linea celular mediante un mecanismo de accion diferente al

de la unién a los receptores estrogénicos.



2. INTRODUCCION

El cancer constituye uno de los principales problemas de salud publica en el mundo, presenta una
alta tasa de morbimortalidad e incidencia, afectando tanto a paises desarrollados como a paises en
vias de desarrollo .

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el cancer como un proceso de crecimiento
celular continuo e incontrolado, que se genera en cualquier tejido y puede ser invasivo a otros. La
OMS reportd que el cancer ocasion6 en el afio 2015, 8.8 millones de defunciones y en 2018 aumento
a 9 millones 500 mil defunciones, destacando en ese afio principalmente: cancer pulmonar con 169,
000 personas, cancer hepatico con 788, 000 personas, cancer colorrectal con 774, 000 personas,
cancer gastrico con 754, 000 personas y cancer de mama con 571, 000 personas; si la tasa de
mortalidad continua con la misma tendencia, se espera que para el 2040 aumente el numero de
muertes en un 60% ©.

Durante 2016, en México, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), reporté que
las principales causas de muerte por cancer en la poblacion adulta mexicana de 30 a 59 afios se deben
a tumores digestivos, drganos genitales, tumores de mama, tumores hematopoyéticos y respiratorios.
En la poblacion de 30 a 59 afios, 3 de cada 10 muertes se deben a canceres digestivos, para la
poblacion de 60 afios y mas, 4 de cada 10 defunciones se presentan en mujeres y 3 de cada 10 se
presentan en hombres ©.

Desde hace casi 70 afios, con el descubrimiento de la primera linea tumoral inmortal HeLa, las
lineas celulares se han empleado en la investigacion en cancer y han contribuido y generado grandes
avances en esta area. Por esta razon y de acuerdo con las estadisticas en México y en el mundo, en
esta investigacion se emplearon lineas tumorales de cdncer de mama, de colon y cervicouterino.

La soya es un alimento que forma parte de la dieta asiatica, sin embargo, en los ultimos afios su
uso se ha extendido a todo el mundo, por su alto contenido proteico y sus fitoestrogenos, ya que se
recomienda su uso durante la menopausia, las isoflavonas son los principales fitoestrogenos,
destacando en la soya: genisteina, daidzeina y gliciteina. La estructura quimica de las isoflavonas es
similar al 17-B-estradiol, por lo que las isoflavonas tienen afinidad a los receptores para estrogenos a
los que se une éste estrogeno femenino endoégeno.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de las isoflavonas de soya presentes en
un nutracéutico comercial, sobre el crecimiento de diferentes lineas tumorales, con y sin receptores
para estrogenos, las lineas celulares son MCF-7 y MDA-MB-231 de cancer de mama, HCT-15 de

cancer de colon y HeLa de cancer cervicouterino.



3. GLOSARIO

SIGLAS SIGNIFICADO
ASOCIACIONES MUNDIALES
AJCC American Joint Committee on Cancer
Comité Conjunto Americano sobre el Cancer
ATCC American Type Culture Collection
Coleccion Americana de Cultura Tipo
CIE Clasificacion Internacional de Enfermedades
CIIC Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
GLOBOCAN Global Cancer Observatory
Observatorio Mundial del Céancer
IARC Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
International Agency for Research on Cancer
ICN National Cancer Institute
Instituto Nacional de Céancer
INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
OMS Organizacién Mundial de la Salud
UICC Union for International Cancer Control
Union Internacional Contra el Céncer
PROTEINAS Y RECEPTORES
AKT Proteina quinasa B
Kinase Protein B
APC Adenomatous polyposis coli
Poliposis Adenomatosa Coli
BAX BCL2 asociado a X, regulador de la apoptosis
Associated X, apoptosis regulator
BCL-2 B-cell lymphoma 2
Linfoma de células B tipo 2
DNA Acido desoxirribonucleico
ER- o Receptor alfa para estrogenos
ER- Receptor beta para estrogenos
HER- 2 Factor de crecimiento epidérmico humano
Human Epidermal Growth Factor
HSP Heat Shock Proteins
Proteinas de choque térmico
MAPK Mitogen Activated protein kinase

Proteina quinasa activada por mitdgenos




MMP-9 Metalopeptidasa 9 de matriz
Matrix Metalloproteinasa 9
NF-kB Factor nuclear kappa B
Nuclear Factor kB
NRF-2 Factor nuclear relacionado con el factor 2 eritroide 2
Nuclear Factor related to factor 2 erythroid 2
PI3K Fosfoinositido — 3 — quinasa
Kinase phosphoinositide - 3
PBS Phosphate Buffered Saline Solution
Solucidn salina con amortiguador de fosfatos
TIMP-1 Tissue Inhibitor of Metallopeptidase 1
Inhibidor Tisular de Metaloproteinasa 1
SRF Serum Response Factor
Factor de Respuesta Sérica
VPH Virus del Papiloma Humano
PROCEDIMIENTOS
ANOVA ANalysis Of VAriance
Andlisis de Varianzas
HPLC High Performance Liquid Chromatoghaphy
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
MAE Microwave Assisted Extraction
Extraccion Asistida por Microondas
DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
2,2- difenil- 1- picrilhidrazilo
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
Bromuro de 3- (4,5- dimetiltiazol-2-ilo)- 2, 5 — difeniltetrazol
XTT Sodium 3’-[1- (phenylaminocarbonyl)- 3,4- tetrazolium]-bis (4-methoxy-
6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate
Hidrato de acido 3’- [1- (fenilaminocarbonil) - 3,4- tetrazolio] -bis (4-
metoxi-6-nitro) bencenosulfonico soédico
UNIDADES DE MEDICION
GHz Gigahertz (10°) Hertz
mg Miligramos (0.001 g)
mL Mililitros (0.001 L)
nm Nanometros (10 m)
ulL Microlitros (0.001 mL)
rpm Revoluciones por minuto




4. ANTECEDENTES
4.1 ANTECE,DENTES GENERALES
4.1.1.1 CANCER

El cancer constituye uno de los principales problemas de salud publica en el mundo,
presentando una alta tasa de morbimortalidad e incidencia, afectando tanto a paises
desarrollados como a paises en via de desarrollo (V. El céancer, de acuerdo con la Real
Academia de la Lengua Espafiola se define como una enfermedad neoplasica con
transformacion de las células . Esto coincide con la definicién de la OMS, que define el
cancer como un proceso de crecimiento celular continuo e incontrolado que se desarrolla en
un tejido y puede invadir otros @

El desarrollo del cancer se presenta en varias etapas (Figura 1):

CénQMeta’stasis

O Cancer invasivo
in situ

G

Hipgplasia dela
célula mutada

isplasia

Mutz?cién
genética

Figura 1. Proceso del desarrollo del cancer. Inicia con una mutacion genética, posteriormente

las células mutadas sufriran una serie de modificaciones hasta formar un tumor invasivo que

puede llegar a hacer metstasis a otros 6rganos (Modificado de Guaman, 2018 @),
Proceso del desarrollo de cancer:
1. Mutacion genética: Todo cambio permanente que ocasiona la alteracion en la secuencia
de nucledtidos del DNA, puede ser causada por agentes fisicos, quimicos o biologicos ©.
2. Hiperplasia de la célula mutada: Incremento en el numero de células anormales de un
6rgano en especifico ©.
3. Displasia: Grupo de células que tienen morfologia anormal por alguna alteracion en el
desarrollo de maduracién ©,
4. Cancer in situ: Formacion de tumores no invasivos que aun no se han propagado por todo

el 6rgano ).
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5. Cancer invasivo. Formacion de un tumor maligno, que corresponde a un tejido carente
de funciones vitales, que puede extenderse a otros organos a través del proceso llamado
metastasis @,
6. Metastasis. Es el proceso en el que las células cancerosas a través del torrente sanguineo
se desplazan desde el sitio del tumor hasta otros 6rganos, dando lugar a desarrollo de tumores
en los mismos ®.
FACTORES NO GENETICOS RELACIONADOS CON EL DESARROLLO DE
CANCER

Si bien el cancer es multifactorial, la OMS a través del Centro Internacional de
Investigaciones sobre Cancer (CIIC) establece tres categorias sobresalientes de los factores
que incrementan el riesgo de desarrollar cancer ©:

1. Carcindgenos fisicos como radiacion ultravioleta y radiacion ionizante.

2. Carcindgenos quimicos como alcohol, humo del tabaco, aflatoxinas, hidrocarburos

policiclicos aromadticos, nitrosaminas.

3. Carcindgenos bioldgicos como virus, bacterias y parasitos.

La exposicion a estos agentes carcindgenos en algunos casos es un riesgo laboral y
en otros depende el estilo de vida que incluye una alimentacion deficiente en macro y micro

nutrimentos y alta en quimicos y falta de actividad fisica .

CLASIFICACION DE CANCER
La Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE), décima revision, utiliza criterios

topograficos, es decir de acuerdo con la localizaciéon anatomica o el 6rgano en el que se
desarroll6 originalmente el tumor, las neoplasias malignas se clasifican y codifican de la

siguiente manera (1);

Tabla 1. Clasificacion de cancer de acuerdo con la Clasificacion Internacional de Enfermedades, décima
revision (Modificado de CIE, 2018 19),

Neoplasia Codigo
Neoplasias malignas C00-C96
Neoplasias in situ D00-D09
Tumores benignos, excepto tumores neuroendocrinos benignos D10-D36
Tumores neuroendocrinos benignos D3A
Neoplasias de comportamiento incierto, policitemiavera y sindromes mielodisplasicos | D37-D48
Neoplasias de comportamiento no especificado D49
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Otra clasificacion dada por el Comité Conjunto Americano sobre el Cancer por sus
siglas en inglés (AJCC) y la Unidn Internacional Contra el Cancer por sus siglas en inglés
(UICC) es la clasificacion TNM. Es una forma mas detallada de agrupar de acuerdo con el
tamafio del tumor (T), la propagacion a los ganglios o nédulos linfaticos (N) y la presencia
de metastasis (M). La forma de clasificacion varia entre los principales tipos de cancer. De
manera general, estd conformada de la siguiente manera (1
T: Tumor primario. Tamafio del tumor.

N: Ganglios linfaticos (nddulos). Indica si el cancer se ha propagado a los noédulos linfaticos.
M: Metastasis, si el cancer se ha propagado a otros tejidos.

La categoria T proporciona informacion sobre las caracteristicas de tamafio y

propagacion del tumor primario:

TX: Indica que el tumor no se puede medir.

TO: Indica que no existe evidencia de un tumor primario (no se puede localizar).

Tis: Indica que las células cancerosas crecen sélo en la capa mas superficial del tejido, sin
invadir los tejidos mas profundos.

Los nimeros después de la T (como T1, T2, T3 y T4) describen el tamafio del tumor
y/o la distancia de invasion a otros tejidos, esto depende del 6rgano en el que se encuentre
el tumor.

La categoria N indica si hay propagacion del cancer a ganglios linfaticos cercanos.

e NX: Indica que no se pueden evaluar los ganglios linfaticos cercanos.
e NO: Indica que los ganglios linfaticos cercanos no han sido invadidos por células
cancerosas.

Los nimeros después de la N (como N1, N2 y N3) describen el tamaiio, la ubicacion y/o
el nimero de ganglios linfaticos cercanos afectados por el cancer.

La categoria M indica si hay metastasis en 6rganos distantes:

e MO: Indica que no se encontrd propagacion.

e M1: Indica que el cancer ha hecho metéstasis a otros érganos.

EPIDEMIOLOGIA
De acuerdo con lo reportado por la OMS en 2018, el cancer es la segunda causa de muerte

a nivel mundial, después de las enfermedades cardiovasculares. En 2015, la OMS registr6 8.8

millones de defunciones y en 2018 aumentd a 9 millones 500 mil defunciones, asi mismo
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reportd que un tercio de las muertes por cancer se han relacionado con factores de riesgo
como: indice de masa corporal elevado, baja ingesta de frutas y verduras, poca actividad
fisica, consumo de tabaco y de alcohol. Ademas, reportd, que la tasa de mortalidad podria
incrementar en 2040 como lo muestra la figura 2; los cinco tipos de cancer que afectan
gravemente a la poblacion a nivel mundial son ®:

Céncer pulmonar 1 690, 000 de personas.

Céncer hepatico 788, 000 de personas.

Cancer colorrectal 774, 000 de personas.

Céncer gastrico 754, 000 de personas.

Cancer de mama 571, 000 de personas.

2018 2040

World
9555 027 16 388 459

Data source:GLOBOCAN 2018
Graph production: Global Cancer Observatory (http://gco.iarc.fr/) International Ager
© International Agency for Research on Cancer 2018

Figura 2. Tendencia de la mortalidad en 2018 y posible aumento en las cifras para 2040 de acuerdo a los datos de la OMS
(Recuperado de OMS, 2018 (12),

En México, en el lapso de 2011 a 2016, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), reportd que las principales causas de muerte por cancer en la poblacion adulta
mexicana de 30 a 59 afios se deben a tumores digestivos, drganos genitales, tumores de
mama, tumores hematopoyéticos y respiratorios. En la poblacion de 30 a 59 afios, 3 de cada
10 muertes se deben a canceres digestivos, para la poblacion de 60 afios y mas 4 de cada 10

defunciones se presentan en mujeres y 3 de cada 10 se presentan en hombres (Figura 3) (3.
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Porcentaje de muertes observadas para los cinco principales tumores malignos en la
poblacion de 30 a 59 anos segun sexo
Serie anual de 2011 a 2016

230
18 108

B ] [ hi) 8 8 ® 8 ] ® ] ] ® o 8 ® 8 8
= 8 8|2 & EB[F g EBE[E & EB|: 2 B|2 % %
= z 2 2 2 2 = 2 = = = 2
2011 2012 2013 2014 2015 2016
Principale s tumores malignos:

u Organos digestivos (C15-C26)
w Organos genitalesfemeninos (C51<C58)
Mama (C50)
m Organos hematopoyéticos (C88-C95)
u Organos respiratorios e intrator &cicos (C30-C39)
Nota: Se utilizé la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10).
Excluye defunciones con residencia habitual en el extranjero y edad no especificada.
Fuente: INEGI. Estadisticas de Mortalidad. Cubos dinamicos.

Figura 3. Estadisticas de los principales tipos de cancer en México de 2011 a 2016. Como se puede observar en el afio
2016 el cancer en 6rganos digestivos afectd en un 29.4% a hombres y mujeres, en un 16% en 6rganos genitales, en un
22.3% afectd a glandulas mamarias, en un 7.4% a drganos hematopoyéticos y en un 6.8% a organos respiratorios
(Recuperado de INEGI, 2016 (1),

Considerando las estadisticas de cancer en México y a nivel mundial, en esta
investigacion se emplearon lineas celulares de los tipos de cancer mas frecuentes, cancer de

mama, cancer cervicouterino y cancer de colon.

4.1.2 CANCER DE MAMA

En el afio 2012, el Observatorio Mundial del Céancer por sus siglas en inglés (GLOBOCAN)
reportd que el cancer de mama es la quinta causa de muerte en el mundo afectando a paises
desarrollados y en vias de desarrollo. Predomina en mujeres con 167 millones de nuevos
casos reportados en ese afo, en contraste con las cifras reportadas en hombres que son de

0.1% a 0.2% (4
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Seno galactéforo

Figura 4. Anatomia general de la glindula mamaria. Las mamas son los 6rganos glandulares mas prominentes del
torax, como se puede observar en la imagen, estan ubicadas simétricamente en los muisculos pectorales, laterales al
esternon y por debajo de la linea axilar, estan conformados internamente por conductos galactoforos y lobulillos
recubiertas por fascia pectoral y por tejido subcutaneo, unido al pezoén que esta rodeada por piel obscura pigmentada
llamada areola. Su principal funcion es la produccién de leche, proveniente de los conductos galactéforos y los
lobulillos. Las mamas también estan presentes en los hombres con la misma anatomia, pero con menor desarrollo y sin
la capacidad de producccion de leche (Recuperado de Pro E, 2013; Moore K, 2013 15:10)),

Cuando hay una hiperplasia mamaria, se puede originar la formacion de células
cancerigenas (carcinomas) en diferentes sitios, principalmente en los ductos (Carcinoma
ductal in situ) o en los l6bulos (carcinoma lobulillar). Los carcinomas mas comunes son los
ductales aproximadamente €l 85% y los carcinomas lobulillares del 5 al 10% restante (7,

Posteriormente, se va propagando hacia los vasos linfaticos y a los nddulos linfaticos
cerca de la axila, dando lugar a la metéstasis ')

Aunado a esto, como parte de los componentes internos de mayor relevancia, algunas
hormonas como los estrogenos, la progesterona y el factor de crecimiento epidérmico
humano (HER-2), que tienen un papel importante en el desarrollo de la mama, y se han
relacionado con la carcinogénesis (1),

Los estrogenos y la progesterona son hormonas sexuales que se encuentran en
mayores cantidades en los ovarios y estan implicadas tanto en la regulacion del desarrollo
sexual femenino como en el crecimiento de las mamas, la menstruacion y la preparacion del

utero para la fecundacion (1. El HER-2 es una proteina implicada en procesos como la
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proliferacion y la diferenciacion celular, sin embargo, una anormalidad en alguna de estas

funciones puede provocar la sobreexpresion de esta proteina y contribuir en el proceso de

carcinogénesis %, provocando un mal prondstico en el 20% de los casos de cancer V),

La funcionalidad de cada una de estas hormonas dependera de la afinidad a su receptor,
la cual se ha relacionado con la formacion de tumores mamarios, ya que tienen acciones sobre
el crecimiento, proliferacion y division celular @9, De acuerdo con la expresion o no de los
receptores para hormonas (figura 5), el cancer de mama se clasifica molecularmente de la
siguiente manera (')

e Luminal A: Hace referencia a tumores con alta expresion de receptores para estrogeno
(ER) y/o receptores para progesterona (PR) y no expresan receptores para factor de
crecimiento epidérmico (HER2).

e Luminal B: Hace referencia a tumores con baja expresion de ER y/o PR y si expresan
receptores para factor de crecimiento epidérmico HER-2.

e Tumores basales o triple negativo: Hace referencia a los tumores que no expresan

receptores para ER, PR ni HER-2.

Progesterona

Progesterona

Q,o°‘° % S
Pro,
A) —

gesterona
7 %

B)
Figura S. Expresion de los receptores para las hormonas en la glindula mamaria. A) Luminal A, Expresa receptores

para estrogenos y progesterona y no expresa HER-2. B) Luminal B, no expresa receptores para estrogenos y progesterona y
expresa HER-2. C) Tumores triple negativo, no expresa ningtin receptor (Modificado de Santillan Benitez JG, 2013 @%),
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Esta clasificacion de acuerdo con la expresion de los receptores para hormonas es de
utilidad para esta investigacion, puesto que nos permite diferenciar el cancer hormona
dependiente y el cancer hormona independiente o triple negativo. (1%,

Para determinar la expresion de los receptores para hormonas, se emplean pruebas
inmunohistoquimicas, y para el tratamiento algunos firmacos como el tamoxifeno, empleado
originalmente como reemplazo hormonal en mujeres posmenopausicas con el fin de reducir
el riesgo de enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, Alzheimer y la sintomatologia
clasica posmenopausica ?); el tamoxifeno se une a los Receptores para estrogenos por lo que
actia como inhibidor de la accidon estrogénica, limitando el crecimiento de células
cancerigenas, que expresan receptores estrogénicos.

Otro farmaco es el traztuzumab, el cual es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
receptor HER-2, que al unirse a este receptor inhibe la proliferacion celular ademas favorece
la activacion de los linfocitos B, sin embrago, este inicamente se puede emplear contra el
cancer que exprese este receptor %2329,

Ademas de las terapias sistémicas para eliminar tumores localizados y con metastasis,
como quimioterapia, hormonoterapia, y/o inmunoterapia, como parte del tratamiento, se
emplea la terapia local ya sea radioterapia o cirugia que se enfocan en erradicar un tumor en
un determinado sitio sin afectar otras partes del cuerpo. La hormonoterapia, se emplea para
reducir la respuesta a los niveles de estrogeno al bloquear las acciones estrogénicas en el
tumor ?¥, su empleo se basa en algunos criterios entre ellos la evaluacion de la expresion de
los ER, PR y HER-2, ya que tamoxifeno se une a los receptores para estrégenos por lo que
sera efectivo contra los tumores que expresen este tipo de receptores, y en el caso de la
inmunoterapia se emplea traztuzumab, que es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
receptor HER-2 9. El tamafio y grado del tumor son también criterios de suma importancia
ya que los carcinomas que miden menos de 1 centimetro de didmetro tienen un buen
pronostico lo que indica una mayor probabilidad de supervivencia, a diferencia de los
tumores mamarios que miden mas de 2 centimetros que presentan mayor riesgo de metastasis
26)

En particular en esta investigacion se empleo la linea celular de cancer de mama MCF-7
(ATCC®-HTB-22), que corresponde a un adenocarcinoma Luminal A, hormona

dependiente, ya que expresa ER y PR @7:2%),
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CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO

Al cancer de mama triple negativo se le denomina asi por no expresar los receptores
ER, PR ni HER-2, razén por la cual no responde a la hormonoterapia o a la inmunoterapia
dirigida a estos receptores y por lo tanto presenta mayor riesgo de mortalidad en comparacion
con otros subtipos como el Luminal A o Luminal B ??, El cancer de mama triple negativo
representa del 10 al 20% entre los canceres de mama, como se comentd, por lo general tiene
un mal pronostico, genera metastasis a los pulmones, el higado y el sistema nervioso central
(30)

El tratamiento es un desafio continuo en este tipo de cancer, ya que al inicio de las
quimioterapias los resultados son favorables, sin embargo, debido a la inespecificidad del
tratamiento, el beneficio de la quimioterapia o radioterapia no es duradero, ya que no existen
blancos terapéuticos definidos como otros tipos de cancer de mama como el Luminal A y
Luminal B G%3D,

En particular en esta investigacion se empleo la linea celular ATCC de cancer de
mama triple negativo MDA-MB-231 (ATCC®-CRM-HTB-26) que corresponde a un

adenocarcinoma epitelial basal, que no expresa los receptores ER, PR ni HER-2 ¢7:32)

4.1.3 CANCER DE COLON
El cancer de colon tiene gran relevancia a nivel mundial. En 2012 el GLOBOCAN
reportd que es la tercera neoplasia mas frecuente en hombres y la segunda més frecuente en
mujeres. Representa alrededor del 55% de los casos de cancer en paises desarrollados 3.
La principal funcion del colon es la absorcion de agua, electrolitos, produccion de
vitaminas y eliminacion de heces a través del recto 3%, se divide en colon ascendente, colon

descendente, colon sigmoideo y recto (figura 6).
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Figura 6. Anatomia general del colon. El intestino grueso mide aproximadamente 1.50 metros, se encuentra rodeando
el intestino delgado. Esta dividido en tres secciones: ciego, colon (colon ascendente, colon transverso y colon descendente)
y recto. El recto se divide en tres secciones: recto inferior (4 a 8 cm del margen anal), recto medio (8 a 12 cm del margen
anal), recto superior (12 a 16 cm del margen anal) y el canal anal (4 cm de longitud) (Recuperado de ©%).

La absorcion de agua comienza en el colon ascendente, hasta formar las heces, las
cuales se transportaran al colon descendente para llegar al colon sigmoideo donde se moveran

al recto hasta su deposicion @9,
Los tumores de origen hereditario pueden generarse a partir de polipos adenomatosos;
el tamafo de los polipos va de 1.5 a 2.5 centimetros, cuando el tumor se genera a partir de

polipos suele progresar de manera lenta hasta alrededor de 10 afios, (Figura 7) G%37),

Polipos :
del t:OIOn| £

Figura 7. Representacion de un pélipo, el cual como se menciona en el texto es un factor de riesgo para el
desarrollo de cancer (Recuperado de ©¥).
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Cuando el cancer es invasivo, da lugar a metéstasis, esto ocurrira dependiendo de la
ubicacion del tumor, por ejemplo, la metédstasis va hacia peritoneo y posteriormente se
desarrolla en 6rganos como el higado o pulmoén, en el caso de los carcinomas de colon
ubicados del lado izquierdo 7).

Existen algunas clasificaciones que permiten identificar el grado de los tumores, una
de ellas es la clasificacion de Dukes (1 40);

A Tumor localizado en la mucosa.
B Tumor localizado en la submucosa sin afectar a los ganglios linfaticos.
C1 El tumor invade a los ganglios linfaticos sin atravesar las paredes intestinales.

C2 Metastasis en ganglios linfaticos atravesando las paredes intestinales.

Se ha observado que, que en la mayoria de los casos los tumores se originan del lado
derecho del intestino grueso, abarcando el colon transversal, colon ascendente y ciego “V.
Esto se debe a que el suministro sanguineo de la arteria mesentérica superior recorre desde
el duodeno medio hasta el colon transverso medio y la arteria mesentérica inferior recorre
del colon transverso al recto, lo que favorece el diagndstico y con ello un correcto
tratamiento, los tumores del lado derecho tienen peor prondstico a diferentes terapias en
comparacion con los tumores del lado izquierdo, por las variaciones que presentan a nivel
molecular 2,

El cancer de colon esporadico se clasifica por consenso principalmente por tres eventos
moleculares carcinogénicos “243;

-La inestabilidad cromosomica (CIN)

-La inestabilidad microsatelital (MSI)

-Fenotipo metilado (CIMP)

Con una subclasificacion molecular de la inestabilidad microsatelital:

-Candnica

-Metabolica

-Mesenquimal
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Los factores de riesgo para desarrollar la enfermedad son el estilo de vida, incluyendo al
tabaquismo “¥, consumo excesivo de alcohol 4349 sedentarismo “7, obesidad “®, una
alimentacion basada en un alto contenido de colesterol, grasas trans, grasas saturadas %),
otro factor es hereditario, asi como la presencia de po6lipos adenomatosos como se observa
en la Figura 769, La tumorigénesis de céancer colorectal es muy variada, involucra a la
inestabilidad cromosomica, la inestabilidad microsatélital, a varios protooncogenes, genes
supresores de tumores y también regulaciones epigenéticas del DNA GV,

En el epitelio coldnico estan presentes dos receptores para estrogenos: los receptores alfa
para estrégenos (ERa) y receptores beta para estrogenos (ERP), los cuales forman parte de
la superfamilia de receptores nucleares de las hormonas tiroideas ). La diferencia entre
ambos receptores es su localizacion en los organos, los ERa se encuentran en mayor
proporcion en las glandulas mamarias, hipotdlamo, en hueso cortical, endometrio, estroma
ovarico y tejido cardiovascular, y los ERB1 se encuentran en el epitelio coldnico, en hueso
trabecular, rifidén, corazén, pulmones, mucosa intestinal y en algunas células del endometrio
(52)

Una sobreexpresion de ERB1 puede generar una disminucion en la proliferacion celular
ya que entre mayor sea la expresion de este receptor, menor serd el tamafio del tumor, ya que
la unién de estrogeno se asocia mas fuertemente a caveolina y a p38(un miembro de la
MAPK), para promover la apoptosis (Figura 8) ©%. Calabrese et al. ¥ reportaron que una
suplementacidn con fitoestrogenos puede reducir el tamafio de los adenomas duodenales en

el colon y otros sitios extraintestinales ¥,

Estrégenos V Estrégenos
Receptor ERa Receptor ERB1

Membrana celular

aveolinas aveolina -

x7-
l

APOPTOSIS @

Figura 8. Receptores para estrégenos presentes en el epitelio colénico. Los receptores estrogénicos (ER)
que se encuentran en la membrana plasmatica, se asocian con caveolinas. En ER-a hay una despalmitoilacion
y se disocian de caveolina activando sefiales de proliferacion celular. En ER-f3 al unirse a estrogenos, se asocian
con CAV y con p38, y promueven la apoptosis (Modificado de Barone M, 2008 ©2),
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En esta investigacion se empled la linea celular HCT-15 (ATCC®-CRM-HTB-26)
que corresponde a un adenocarcinoma de colon humano tipo “C” de acuerdo con la

clasificacion de Dukes ).

4.1.4 CANCER CERVICOUTERINO

El GLOBOCAN reportd que el cancer cervicouterino o también llamado carcinoma
de cuello uterino o de cérvix, ocupa el cuarto lugar de incidencia a nivel mundial, en 2012 se
diagnosticaron 528, 000 nuevos casos, de los cuales el 12% correspondian a paises con bajos
ingresos (9,

A) B)

!

Fibroide

2 €

Alto grado

Arteria -
Uterina Bajo grado

Figura 9. Anatomia del aparato reproductor femenino. A) El aparato reproductor femenino estd compuesto de 6rganos
genitales externos (los labios mayores, los labios menores, el clitoris, la pubis, las glandulas vestibulares y la uretra forman
parte de los érganos externos) y los internos (los ovarios, las trompas de falopio, el ttero y la vagina) siendo su principal
funcioén la reproduccion. B) Ademas se puede apreciar las diferentes localizaciones y grados de un tumor, sin embargo en este
trabajo se utilizara la del tumor cervical (Recuperado de ¢7).

El desarrollo y funcionalidad del aparato reproductor femenino estd regulado por
estrogenos a través de los receptores ERa, ERp y el receptor 1 de estrogeno acoplado a
proteina G (GPR30) y por progesterona a través del receptor de progesterona B (PRB)
(Figura 10) 6839

De acuerdo con la OMS, la clasificacion de tumores epiteliales en el cuello uterino es
la siguiente ©0);

e Escamosos: Representan 70 al 80%.
¢ Glandulares (Adenocarcinoma): Representan del 20 al 25%.

e Otros tumores epiteliales: carcinoma adenoescamoso, tumores neuroendocrinos y el

carcinoma no diferenciado: Representan menos del 5%.
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Figura 10. El estrégeno se puede unir a sus receptores ERa y ERP y al receptor de membrana GPR30 para ejercer sus
funciones. El estrogeno se une a las ER e induce la heterodimerizacion de la ER. Los ER unidos al estrégeno se traslocan
al nucleo, donde se activan o reprime los genes objetivo mediante dos mecanismos: via clasica: ER se une a ERE y modula
genes diana y via no clasica: ER se une a la transcripcion AP1 o Spl factores asociados. El estrogeno también se une al
receptor de membrana GPR30, y transduce varias vias de seflalizacion relacionadas con el crecimiento celular como
fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), proteina activada por mitogeno quinasa (MAPK) y sefializacion de Ca?" (Modificado
de Sang-Hyuk C, 2010 &),

Existen varios factores de riesgo que favorecen el desarrollo de este tipo de cancer, el
mas importante es el Virus del Papiloma Humano (VPH), con una prevalencia de 25 a 30%
en mujeres menores de 25 afios, diferentes subtipos estan presentes en el tracto urogenital en
el 70% de las personas sexualmente activas, los subtipos relacionados con el desarrollo de
cancer son el VPH16 y el VPH18 ¢V, Algunos de los factores de riesgo para adquirir este
virus, incluye el nimero de parejas sexuales, las relaciones sexuales a temprana edad, el no
usar preservativo, la frecuencia de la actividad sexual, el tiempo prolongado del uso de
anticonceptivos orales y hormonales ¢! 62),

El 90 al 95% por factores de riesgo externos estan asociados con el estilo de vida como
sedentarismo, dieta, radiaciones UV, de los cuales 25 al 30% corresponde al tabaco o cigarillo
y 30 al 35% corresponde a factores dietéticos ©3).

En particular en esta investigacion se empleo la linea celular de cancer cervicouterino
HeLa (ATCC®-CRM-CCL-2) que corresponde a un adenocarcinoma epitelial adherente de

virus de papiloma humano. Esta linea celular es considerada la primera linea de células

inmortales ¥,
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4.1.5 IMPORTANCIA DE LAS LINEAS TUMORALES EN LA INVESTIGACION
EN CANCER

Dentro de la investigacion cientifica, existe una continua busqueda de modelos
experimentales que sean viables y confiables. Las lineas celulares son de los modelos mas
empleados en el estudio de cancer, tanto para la detecciéon de nuevos blancos terapéuticos,
como, para probar nuevos farmacos especificos o identificar mecanismos de accion de
farmacos efectivos, pero no disefiados de manera especifica (6> 69,

Las lineas celulares que se emplearon en esta investigacion son:

MCF-7. Esta linea celular fue descubierta por el Dr. Soule y colaboradores en 1973
en el Michigan Cancer Foundation, se asign6 el nombre de acuerdo con las iniciales de esta
fundacion, proviene de un derrame pleural de una paciente de 69 afios, quien ya presentaba
una metdstasis de un adenocarcinoma severo. En ese mismo afio se describieron los
Receptores para estrogenos y en 1975, se descubrid la inhibicion de esta linea celular por la
accion del farmaco anti-estrogeno tamoxifeno (6768

MDA-MB-231. Esta linea celular se proliferd a partir de la muestra de una paciente
de 51 afios con un derrame pleural, quien habia tenido un carcinoma intraductal. Sus
resultados indicaban que se trataba de un carcinoma con componente ductal y papilar.
Presentd un derrame pericardico y un derrame pleural izquierdo, el cual contenia células
semejantes a las de cancer de mama. Muri6 el 13 de enero de 1974 en el Hospital MD
Anderson en el edificio principal (Main Building), en la habitacién 231. El nombre de esta
linea celular corresponde al nombre con que se etiquetd la muestra de la paciente de la
habitacion 231 (MDA-MB-231). Después de siete meses se consideré una linea inmortal
celular de céncer de mama, por las caracteristicas que presentaba al cultivarla en el
laboratorio, como su acelerada proliferacion y formacion de metéstasis. Esta linea celular no
expresa receptores para estrogenos ©7).

HCT-15. Esta linea celular fue derivada de un carcinoma de colon ©%. De acuerdo
con los resultados de Vermeulen S y colaboradores, reportan que esta linea celular tiene un
gen en comun junto con DLD-1, HCT-8 y HRT-18 ),

HeLa. Esta linea es considerada “La primera linea de células inmortales humanas”.
Provienen de una muestra de cancer cervicouterino tomada a la paciente Henrietta Lacks, el

8 de febrero de 1951. Esta linea celular ha sido empleada por casi 70 afios en investigacion
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por sus caracteristicas de adherencia, su acelerada proliferacion y por su resistencia a la
apoptosis 79, A partir de su cultivo, se observo la factibilidad de proliferacion de otras lineas
celulares, como modelos in vitro y fue una de las que se emplearon por primera vez como
xenoinjertos para experimentacion en ratones 3.

Para esta investigacion fue de gran importancia emplear lineas celulares de los tipos
de cancer que mas afectan a la poblacion de acuerdo con los datos de la OMS de 2018 y de
INEGI 2016. Cada una de estas lineas celulares tienen en comin que poseen receptores para
estrogenos, por lo que, en el campo de la investigacion, se ha propuesto que las isoflavonas
de soya, pueden unirse a los receptores para estrogenos; por su homologia estructural con el

17 estradiol; y modificar el crecimiento celular tumoral.

4.1.6 SOYA

El nombre cientifico de la soya es Glycine max, la cual pertenece a la clase
Magnoliopsida, de la familia Fabaceae o leguminosas, de la subfamilia Leguminosae,
Papilionoideae, pertenece al género Glycine, al reino Plantae y al subreino Trachebionta 7Y,

La soya es un alimento que por excelencia forma parte de la dieta asidtica tradicional.
En Asia, se emplea para la elaboracion de diversos platillos como el tempeh, tofu, miso, sufu
y natto (Tabla 2) 7. A través del consumo de estos platillos, la ingesta diaria en Japon
alcanza hasta 76 mg/dia, en otros paises asiaticos como China y Korea va de 30 a 50 mg/dia
en personas adultas. En paises occidentales y/o europeos en donde no se consumen estos
platillos la ingesta va de 0.1 - 3 mg/dia de isoflavonas (737475, En México, la soya se utiliza
para elaborar diferentes productos como la soya texturizada, leche de soya, yogurt de soya,
jugos de soya, salsa de soya, aceite de soya o se consume de manera natural como edamame,
germinado de soya, sin embargo, la ingesta de estos alimentos es poco frecuente, por lo que

prefieren ingerir isoflavonas de soya directamente de cépsulas.
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Tabla 2. Contenido de isoflavonas en derivados de la soya (Modificado de Rizzo G, 2018 79),

Contenido de Isoflavonas en diferentes derivados de la soya
Derivado de soya Contenido en mg / 100g
Edamame 17.42
Frijol de soya crudo 154.53
Frijol de soya asado 148.5
Lecitina de soya 15.7
Aislado de proteina de soya 91.05
Concentrado de proteina de soya 94.65
Soya texturizada 172.55
Soya desgrasada 150.94
Leche de soya 0.7-10.73
Queso de Soya 6.02 -25.72
Salsa de soya 1.18
Natto 82.29
Sufu 13.75
Tempeh 3.82
Tofu 13.1-34.78

La semilla de la soya contiene alrededor de 300 mg de isoflavonas por cada 100 g de
harina de soya, sin embargo, debido a que es sometida a varios procesos de coccion, para la
elaboracion de los alimentos ya antes mencionados (miso, tofu, tempeh), su contenido
disminuye entre un 40 a 50% llegando de 150 a 200 mg por cada 100g de harina de soya ).

Nutricionalmente la soya destaca entre todas las leguminosas por su alto contenido
de proteinas de alto valor bioldgico (Tabla 3) (7,

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos en algunas legumbres (Modificado de Messina M, 2016; USDA, 2015 73.77),

Contenido proteico de leguminosas
Alimento Contenido de proteinas % kcal / g
Frijol de soya (16109) 42.3/31.3
Lentejas (16070) 31.1/17.9
Frijoles pintos. (16043) 252/15.4
Frijoles blancos (16038) 23.5/15.0
Garbanzos (16057) 21.6/14.5
Frijol negro (16015) 26.9/15.2
Frijol adzuki (16002) 235/17.3
Frijoles nortefios (16025) 28.2/14.7
Frijoles de lima (16372) 27.1/14.7

La soya tiene un bajo contenido de hidratos de carbono de los cuales la mayor parte
son oligosacaridos . El contenido lipidico se compone principalmente de acidos grasos
mono y poliinsaturados siendo la mayor parte de acido linoleico, ademds de que no contiene

colesterol 7. En la Tabla 4 se enlistan los maro y micro nutrimentos de la soya.
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Tabla 4. Composicién nutrimental de la soya, macro y micro nutrimentos en 100 g de soya (Ledesma J, 2010 7).

COMPOSICION NUTRIMENTAL DE LA SOYA
Componente alimentario Contenido en g/ 100 g Componente alimentario | Contenido en g/ 100 g
Minerales
Energia 446 Calcio 226.0
Hidratos de carbono 30.16 Fosforo 730.0
Proteinas 36.49 Hierro 15.70
Lipidos 19.94 Magnesio 280
Sodio 2
Potasio 1797.0
Zinc 4.89
Lipidos Vitaminas
Saturados 2.88 Vitamina A 1.0
Monoinsaturados 4.35 Vitamina C 6.0
Poliinsaturados 9.93 Tiamina 1.10
Riboflavina 0.31
Niacina 2.20
Piridoxina 0.38
Acido Félico 375.0
Cobalamina 0
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4.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

4.2.1 FITOESTROGENOS

Son compuestos dietéticos que proceden de las plantas. Estructural y funcionalmente
se asemejan a los estrogenos, como el 17-B-estradiol. Los compuestos identificados como
fitoestrogenos son las isoflavonas, lignanos y los cumestranos (7%-80),

Se ha demostrado que tienen efectos benéficos para la salud en la menopausia ®V,
osteoporosis #?, enfermedad cardiovascular ®, obesidad ®¥, Diabetes mellitus tipo 2 ¢y

algunos tipos de cancer como mama @9, prostata 7 y colon %),

4.2.2 COMPUESTOS FENOLICOS O POLIFENOLES

La palabra “Polifenoles” no es un término quimico estrictamente hablando sin
embargo se ha popularizado. Hoy en dia se utiliza para referirse a los flavonoides, taninos,
acidos fenolicos, y a sus diversos derivados quimicamente modificados o polimerizados. Las
principales clases de polifenoles en la dieta son los flavonoles (incluidas las catequinas y los
taninos), las flavononas (como la hesperidina de los citricos), los flavonoles (como la
quercetina del té, las manzanas y las cebollas), los dcidos hidroxicindmicos (4cidos fendlicos
a menudo llamados 4cidos clorogénicos abundantes en el café y en muchas frutas y verduras)
y las antocianinas responsables del color de frutas y verduras. Existe una base de datos
detallada sobre las clases y la distribucion de los compuestos fenolicos presentes en mas de
400 alimentos ®% %9, estos datos proceden de mas de 1, 300 publicaciones cientificas, ademas
se han reportado varias revisiones sobre la ingesta de los polifenoles de acuerdo con la
alimentacion de diferentes poblaciones ©1- 92 93,99,

La molécula estructural basica de los polifenoles es el fenol, formado por un grupo
hidroxilo y un anillo aromatico, aunque en general contienen en su estructura un anillo
aromatico con uniones de uno o mas grupos hidroxilo. Los polifenoles son fitoquimicos
responsables del color de algunas frutas y de la astringencia de algunas hortalizas tienen
pesos moleculares entre 500 a 3000 Daltons ©>. En nutricion se les consideran como
sustancias bioactivas esto se debe a su actividad antioxidante durante el estrés oxidativo,
ademas de tener acciones antiinflamatorias ©®, anticancerigenas ©7® y evitan mutaciones

por dafio al DNA ©?),
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Los compuestos comunmente identificados son: dacidos fenolicos (4acidos
hidroxibenzoicos y 4acidos hidroxicinamicos), cumarinas, estilbenos, benzofenonas,
xanthonas, quinonas, lignanos, ligninas, antocianinas, flavonoides, flavonas, flavonoles,

flavononas, flavanonoles e isoflavonas (Figura 11) (190,
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Figura 11. Clasificacion de los compuestos fendlicos contenidos en diferentes alimentos. Entre esta clasificacion destacan
las isoflavonas de soya en diferentes presentaciones: granos, leche de soya, tofu, etc (Modificado de Zhang H, 2016 (19D,

Los posibles “beneficios para la salud” de los polifenoles de la dieta se han atribuido
a su actividad antioxidante directa y su impacto en la regulacion del equilibrio redox de las
células y de los tejidos. Sin embargo, debido a la biodisponibilidad relativamente baja de
estos compuestos, sus efectos no podrian explicarse facilmente unicamente por la accion
antioxidante que puede ocurrir solo a altas concentraciones en la circulacion y los tejidos.

Por lo tanto, se han realizado muchos esfuerzos para aclarar los mecanismos
moleculares que subrayan el efecto biologico de los polifenoles en condiciones fisiologicas
y patologicas. La disponibilidad de los polifenoles, el metabolismo y sus efectos sobre los
receptores para membranas y/o nucleares, y los mecanismos de transduccion de sefiales
intracelulares pueden definir el impacto general de estos compuestos en el riesgo y la
progresion del cancer, que ain se debate y no se ha aclarado. Los polifenoles son capaces de

unirse a ER-a y ER-B y por lo tanto, inducir efectos bioldgicos en las células humanas al
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imitar o inhibir la accion de los estrogenos enddgenos, incluso en concentraciones bajas,

modificando la progresion y el desarrollo del tumor (192,

4.2.3 FLAVONOIDES

Dentro de la clasificacion de los compuestos fendlicos, destaca el grupo de los
flavonoides (del latin Flavus que significa amarillo), presentes en frutas, verduras, chocolate,
té, vino y otros productos derivados de plantas. Dentro de los flavonoides, existen 9, 000
miembros, los cuales se clasifican en: flavanoles, flavonas, flavonoles, isoflavonas,
flavanonas y flavanonoles (19,

La estructura quimica de los flavonoides, estd formada por dos anillos de benceno
unidos por un puente de 3 carbonos (C6-C3-C6), dando lugar a un heterociclo ®¥. Los mas
comunes son las isoflavonas que se encuentran glucosiladas en la soya lo que las hace
hidrosolubles y favorece su absorcion (100104,

Se ha reportado que los flavonoides ejercen efectos anticancerigenos contra ciertos
tipos de cancer como céancer de mama (), ovario (1% y colorrectal, debido a que tienen la
capacidad de detener la apoptosis de células cancerigenas y el ciclo celular en la fase G1 o
G2/M, ademas inhiben al Citocromo P450, el cual ayuda a disminuir el numero de
compuestos cancerigenos, y a reducir la formacion de especies reactivas de oxigeno mediante

enzimas de fase IT 9,

4.2.4 ISOFLAVONAS DE SOYA

Las isoflavonas de soya son compuestos naturales heterociclicos, derivados de
fenoles que poseen funciones y caracteristicas en su estructura similares al estrogeno 17§ -
estradiol, el cual es una hormona sexual esteroidea femenina, que tiene la funcion de regular
caracteristicas sexuales femeninas (106107,

Las funciones bioldgicas del estrogeno 17§ - estradiol, estd regulado a través de dos
receptores el ERa y ERB (197, Pertenece a la superfamilia de los receptores intracelulares y
estan codificados en el cromosoma 14q23.2 193, Su estructura quimica se compone de la
union de hidroxicinamil coenzima-A éster, un precursor aromatico con un precursor alifatico
malonil coenzima—A, ademads de poseer un nticleo flavona, con dos anillos de benceno unidos

por un pirano heterociclico (Figura 12) D,
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17 - estradiol

genisteina daidzeina

Figura 12. Similitud de la estructura quimica del estrégeno estradiol y estructura de dos isoflavonas
contenidas en la soya en mayor concentracion genisteina y daidzeina (Modificado de (%),

Las isoflavonas, tienen la capacidad de competir con los estrégenos, unirse y activar
a los receptores para estrogenos y por lo tanto ejercer acciones estrogénicas, lo que da lugar
a una inhibicién o promocion de la expresion de genes sensibles a estrogenos (74109,

Las isoflavonas pueden unirse a ambos receptores, sin embargo, tienen mayor
afinidad al receptor ERp, relacionado con una menor proliferacion y por lo tanto un menor
riesgo de desarrollo de cancer a diferencia del ERa., relacionado con una mayor proliferacion
celular y entre mayor sea la propagacion celular mayor serd la probabilidad del desarrollo de

una célula neoplasica (Figura 13) (103 110),
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17 - estradiol

Isoflavonas de soya
Genisteina
Daidzeina
expresion

Proliferacion celular Supresién Tumoral

Inhibicién de su Sobreexpresién

Figura 13. Receptores para los estrégenos relacionados con la proliferacion celular tumoral y la supresion tumoral
(Modificado de Sareddy G, 2015 (199),

Las isoflavonas se encuentran en su forma glucosilada, se ha reportado que debido a

que estan unidas a glucosa, son solubles, ya que el aziicar cambia su polaridad, estabilidad y

favorece su absorcion ©1- 104 111, 112).

Las principales isoflavonas que estan presentes en la soya son (Tabla 5):

Tabla 5. Isoflavonas de soya en su forma como gliconas y como agliconas (Modificado de Zubik L, 2003 (13,

ISOFLAVONAS DE SOYA
GLICONA AGLICONAS
Genistina (4, 5, 7 — trihydroxyisoflavone- 7- glucoside) | Genisteina (4, 5, 7 trihidroxyisoflavona)

Daidzina (7, 4 — dihydroxyisoflavone — 7-glucoside) Daidzeina (4, 7 — dihydroxyisoflavone)

Glicitina (Glycitein —7-0 -glucoside) Gliciteina (4" 7- Dihydroxy-6-methoxyisoflavone)

Las concentraciones de las isoflavonas en la soya son: genisteina 60%, daidzeina 30%
y gliciteina 10% (7 y se encuentran en la soya de forma natural glucosiladas, se requiere un
proceso como la digestion o la fermentacion para dar lugar a la aglicona ('Y, Estas
isoflavonas ejercen diferentes efectos quimioprotectores y anticancerigenos 197, inhiben la
angiogénesis, reducen la proliferacion celular, inhiben al receptor tirosina cinasa del factor
de crecimiento epidérmico, inhiben a enzimas que participan en la replicacion del DNA como
la topoisomerasa II, detienen el desarrollo del ciclo celular en la transicion G2 — M e inhiben

el proceso de metastasis 74 199,

32



Ademas, una de las razones por las que aumenta el interés de la investigacion de la
soya, es por las bajas cifras de cancer de mama y de prostata en Asia, reportados en varios
estudios epidemioldgicos, los cuales sugieren que una alta ingesta de isoflavonas de soya
reduce el riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer (7375 115, 116, 117.118) y de acuerdo con
las estadisticas de Japon reportadas por la OMS, en 2018 el numero de casos de cancer fue
de 883 395 (Anexol). Ademas, se reportd en un estudio realizado en una poblacion de
mujeres adolescentes asiaticas que el riesgo de cancer de mama es menor cuando se consume
la soya (199,

Sin embargo, algunos estudios epidemioldgicos reportan que la migracion de
asiaticos a paises occidentales, ha generado que los asiaticos aumenten el riesgo de céancer,
lo que sugiere que el estilo de vida, como la alimentacion, es uno de los factores que
intervienen para el desarrollo de cancer (! 129 1o que coincide con el reporte de la OMS,

como se comentd anteriormente, que indica que un tercio de las muertes por cancer son

ocasionadas por factores de riesgo conductuales y dietéticos .

PROCESO DE DIGESTION DE LAS ISOFLAVONAS

Después de ser consumida la soya, el proceso de digestion de las isoflavonas se da en
cuatro fases:

Absorcion: Las isoflavonas se encuentran en diversos alimentos de forma
glucosidada (genistina, daidzina y glicitina), después de haber sido ingeridas, éstas ingresan
al intestino y dan lugar a las agliconas: genisteina, daidzeina y gliciteina (109,

Los tiempos de absorcion de genisteina y daidzeina varian entre si, siendo de 5.2 horas
para genisteina y 6.6 horas para daidzeina mientras que los valores para las formas
glucosidadas genistina y daidzina son de 9.3 y 9.0 horas respectivamente. Los tiempos de
absorcion difieren posiblemente debido a que, en el borde del cepillo intestinal, los
glucosidos se metabolizan a la forma aglicona (196121,

Distribucién: La concentracion plasmatica maxima que alcanzan las isoflavonas
ocurre de 4 a 8 horas después su ingesta, la vida media de la genisteina y de la daidzeina es
de 7.9 horas en los adultos, ya que se conjugan en el plasma. La genisteina que no es

conjugada se encuentra en el 1,1- 1,5% del plasma total y solo el 50% se une a albumina (1%9),
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Metabolismo: Por lo tanto las agliconas daidzeina, genisteina y gliciteina resultantes,
son metabolizadas dando como resultado metabolitos (dihidroequol, 6-hidroxi-o-
desmetilangolensina, dihidrodaidzeina, dihidrogenisteina, o-desmetilangolensina), los cuales
posteriormente se transportan por la vena porta al higado donde seran conjugadas con sulfato
y acido glucordnico, mediante la catalizacion de la UDP- glucoroniltransferasa para dar lugar
a ciertas estructuras, en el caso de la genisteina se metaboliza a p-etil fenol y en el caso de la
daidzeina a o-demetilangolensina y a equol (7-hidroxi-isoflavona) (9% 19 E] equol es
absorbido en un 50% y tiene accion antioxidante, se ha visto que solo del 30 al 40% de las
personas puede metabolizarlo (122 123),

Eliminacién: Después de que las isoflavonas pasaron por diferentes procesos, la
mayor parte son excretadas por via fecal y por via urinaria; en un tiempo aproximado de 6,

12 0 24 horas se excretan cantidades de 3 a 4%, a las 12 horas se excreta mas del 50% y se

completa su total eliminacion a las 48 horas (Figura 14) (100,106,122),
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Figura 14. Metabolismo de las isoflavonas. Las isoflavonas ingresan al organismo, cuando entran al intestino,
son hidrolizadas por las betaglucosidasas para ser transportadas por la vena porta hacia el higado para ser
metabolizadas para posteriormente ser distribuidas o excretadas por via urinaria (Recuperado de Cena E, 2011 (124),

En el campo de la investigacion, de acuerdo con algunos estudios se ha reportado el

efecto de las isoflavonas de soya en la disminucion de la proliferacion celular en lineas
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tumorales de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) y cervicouterino (HeLa),
observando cambios en la morfologia celular, apoptosis, fragmentacién de nucleo,

citoplasma y reduccion del volumen celular 7).

A continuacion, se ampliara la informacion con respecto a las diferentes isoflavonas

y su relacion con el cancer.

4.2.6 GENISTEINA Y CANCER

En 1928 la genisteina fue sintetizada por Baker y Robinson, y su analisis estructural
fue publicado en 1941 por Walter 125, Genisteina es la isoflavona mas estudiada, ya que
tiene una gran influencia en funciones celulares por su union a los ER (129, constituye el 60%
de la composicion de isoflavonas en la soya (127

Su estructura quimica es 4, 5, 7-trihidroxiisoflavona y 5, 7-dihidroxi-3- (4-
hidroxifenil) cromen-4-ona, tiene una gran solubilidad en solventes polares como
dimetilsulfoxidos, acetona, etanol y agua 1!, A nivel de receptores la genisteina compite
con el 17-B-estradiol para unirse al receptor de estrogeno, puede unirse en un 4% a ERa y en
un 87% a ERB, es decir, tiene mayor afinidad por este ultimo receptor lo que favorece que
ejerza acciones similares al del estrogeno (193 112, 125),

Se ha reportado en estudios in vitro, que la genisteina tiene la capacidad de inhibir la
proliferacién y conduce a la apoptosis de células cancerosas, ya que posee actividades
quimiopreventivas, antitumorales y estrogénicas !?®, ya que inhibe a la proteina tirosina
quinasa y la topoisomerasa I, las cuales estan implicadas en la proliferacion celular, sin
embargo, altas cantidades de genisteina pueden atenuar la sintesis de DNA y detener el ciclo
celular en la transicion G2/M (126),

En un estudio realizado por Zhou et al. ('*® se report6 que la genisteina disminuyo la
migracion de células de cancer de colon HT-29 a una concentracion de 200 uM con una
inhibicion a las 48 horas modificando mecanismos tumorales (129,

En un estudio realizado por Kaushik et al. (1?9 trabajaron con genisteina y con un
anticonceptivo oral no esteroideo centchroman es un modulador selectivo del receptor de
estrogeno (SERM) ya que ha demostrado tener acciones anticancerigenas en mamas, ovarios
y pancreas; a nivel molecular ha demostrado su accidn anticancerigena en células MCF-7 y

MDA-MB-231, induciendo la inhibicién en el ciclo celular. En este estudio, genisteina en
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combinacion con centchroman, actiian sinérgicamente ejerciendo un efecto antiproliferativo
en células de céancer de mama MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468, por lo que
concluyeron que el empleo de centchroman con genisteina puede ser una buena alternativa
en el tratamiento de cancer de mama (129,

En otro estudio reportado por Sareddy et al. 9%, se demostr6 que la genisteina puede
desequilibrar la homeostasis de los dos intestinos por su accion antiproliferativa, inhibiendo

a las células cancerosas de colon a través de su unién a los receptores ER (193,

4.2.7 DAIDZEINA Y CANCER

La daidzeina es la segunda isoflavona mas abundante en la soya, constituye el 30%
del contenido total de isoflavonas en la soya 127,

Se ha reportado que ejerce una inhibicion en la proliferacion celular, interviniendo en
el ciclo celular y la angiogénesis de células cancerigenas 27, sin embargo, en comparacion
con la genisteina alin no existen suficientes estudios que hayan evaluado a la daidzeina
independientemente de las demas isoflavonas, pero si esta reportado su participacion junto
la genisteina.

En un estudio de Chan et al. '?7, se reporta que ambas isoflavonas genisteina y
daidzeina junto con ER(-041 disminuyeron significativamente la migracion, propagacion y
proliferacion de células de cancer de ovario induciendo retencidon en el ciclo celular y la
apoptosis: ademas se redujo la expresion de p-PI3K, p-AKT, p-GSK-3p y p21, lo que resulta

una terapia alternativa para este tipo de pacientes (27,

4.2.8 GLICITEINA Y CANCER

La gliciteina es una isoflavona que constituye aproximadamente del 5-10% del total
de isoflavonas en la soya, posee funciones antioxidantes, estrogénicas, hipocolesterolémicas
(129).

En un estudio realizado por Zhang et al. 1?*) demostraron que la gliciteina a 3.5 uM
es citotoxica ya que disminuye la proliferacion celular con una menor sintesis de ADN
regulando el ciclo celular en la transicion de GI1-S, induciendo una alteracién en la
morfologia celular, causando un dafio a membranas celulares, por lo que sugieren que

probablemente existen otros mecanismos de accion en esta linea (129,
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya se mencion6 en los antecedentes, el cancer es uno de los principales problemas
de salud publica en México y en el mundo, representando altas tasas de morbimortalidad. De
acuerdo con los resultados reportados por la OMS en 2018 se evidenciaron 9 millones 500
mil defunciones y en México segin INEGI en 2016, entre los 3 principales tipos de cancer
reportados que afectaron a la poblacién mexicana adulta se encontraron tumores digestivos,

organos genitales, tumores de mama.

Las terapias para tratar el cancer empleadas hasta este momento, afectan tanto a células
sanas como a células cancerosas, por lo que la prevalencia, incidencia e indices de la
mortalidad son cada vez mas altos y atin estdn en desarrollo los tratamientos especificos que
ayuden a controlarlo. Estos tratamientos son agresivos para los pacientes oncologicos, de tal
modo que tanto la enfermedad como el mismo tratamiento, deterioran el estado nutricio del
paciente oncoldgico. La alimentacion tiene un papel muy importante durante el tratamiento,
ya que el buen aporte nutricio, favorecera la calidad de vida del paciente, antes, durante y
después del tratamiento; sin embargo, actualmente el consumo de alimentos sanos y naturales
es limitado, ya que hay mayor acceso a alimentos industrializados que contienen diversas

sustancias quimicas que pueden contribuir al desarrollo de cancer.

La soya es un alimento que ha causado un gran impacto social, por sus propiedades
nutrimentales y estrogénicas, esto ha generado una controversia, ya que, existen diversas
fuentes de informacioén popular que recomiendan su consumo de manera ilimitada lo que
puede resultar delicado, especialmente cuando se recomienda a pacientes con cancer, ya que
algunos tumores cancerigenos son hormona dependiente, es decir que poseen receptores para
estrogenos que favorecen su crecimiento. En la tradicion mexicana, no es frecuente el
consumo de platillos orientales a base de soya por ser poco palatables, sin embargo, existen
otras fuentes de isoflavonas de soya como los nutracéuticos para ingerir las isoflavonas que

contiene la soya y obtener el beneficio de las mismas.

Lo que genera la siguiente pregunta de investigacion:
(Cual es el efecto de las isoflavonas de soya, sobre el crecimiento de las lineas celulares

tumorales MCF-7, MDA-MB-231, HCT-15 y HeLa?
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Determinar el efecto de las isoflavonas de soya en el crecimiento de las células de las

lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231, HCT-15 y HeLa.

5.2 Objetivos Particulares

e Comprobar la integridad y funcionalidad de las isoflavonas de soya después de una
digestion simulada.

e Determinar el efecto antiproliferativo en las lineas celulares tumorales.

e Determinar la dosis letal media de las isoflavonas de soya sobre las lineas tumorales
MCF-7, MDA-MB-231, HCT-15 y HeLa.

e Comparar el efecto de las isoflavonas de soya en las lineas celulares tumorales de
cancer de mama: MCF-7 y MDA-MB-231.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Estrategia de trabajo

Efecto de las isoflavonas de soya sobre el crecimiento de las lineas tumorales:

MCF-7, MDA-MB-231, HCT-15 y HeLa.

|

Extraccion de isoflavonas de soya

Simulacion de la
digestion

!

Integridad de las
isoflavonas de
soya

Proliferacion
celular 1

Determinacion
del efecto
antiproliferativo
en las lineas
celulares
tumorales

Para asegurar la integridad de las isoflavonas de soya durante el
proceso digestivo simulado.

1. Método Folin Ciocalteau para cuantificar los compuestos fendlicos
totales.

2. Cromatografia en capa fina y espectrofotometria UV/Vis

3. Capacidad antioxidante a través del método DPPH.

Andlisis
Medios de cultivos suplementados: espectrofotométrico
* HeLa: RPMI 1640 Sigma Aldrich ®
(Roswell Park Memorial Institute)
* MDA-MB-231: DMEM Sigma Aldrich ® (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) Captura y
* MCF-7, HCT-15: MEM Sigma Aldrich ® (Minimum procesamicnto de
Essential Media) datos en Microsoft
Excel
A través del analisis espectrofotométrico por el l - -
método colorimétrico XTT Andlisis estadistico
SPSS.INC ®
Version 23
Andlisis y
discusion de
resultados

6.2 Tipo de estudio

Tabla 6. Tipo de estudio.

Tipo de Estudio

Por el objetivo

Comparativo: Se comparo el efecto de las isoflavonas sobre las lineas
celulares tumorales de cancer de mama.

Por la intervencion

Experimental: Se realizaron experimentos en modelos in vitro, lineas
celulares.

Por la temporalidad

Longitudinal: Se realiz6 en un lapso definido.

Por la obtencion de datos

Prolectivo: Se obtienen los datos en el laboratorio.

Por componentes del grupo

Homodémico: Solo se usaron grupos in vitro
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6.3 Ubicacion espacio temporal
Los experimentos de este estudio se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia Celular
de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y en el
Laboratorio del Jardin Botanico del Instituto de Ciencias Ciudad Universitaria.
6.4 Seleccion de la muestra poblacional

La poblacion estd conformada por:

* Lineas celulares de distintos tipos de cancer: cancer de mama luminal A (MCF-7),
cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231), cancer de colon (HCT-15) y cancer
cervicouterino (HeLa), las cuales fueron obtenidas de la Empresa American Type
Culture Collection ® de los Estados Unidos de América.
* Capsulas de isoflavonas de soya de la marca GNC SUPERFOODS SOY
ISOFLAVONE CONCENTRATE.
4.3.1 Criterios de seleccion de 1a muestra

4.3.1.1 Criterios de inclusion
* Las lineas celulares se seleccionaron de acuerdo con los tipos de cancer que mas
afectan a la poblacion y de acuerdo con la presencia de receptores para estrogenos en los
organos.
* El nutracéutico de isoflavonas de soya se selecciond por ser la marca mas empleada y
disponible en tiendas naturistas.

Lotes: Frasco 1: 4750IP4191 09/18
Frasco 2: 6770LR4191 01/21

4.3.1.2 Criterios de exclusion

Cultivos celulares de otros tipos de cancer.

4.3.1.3 Criterios de eliminacion

Cultivos celulares contaminados.
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4.3.1.2 Definicion de las variables y escalas de medicion

Tabla 7. Definicion de variables y escalas de medicion

Variables del Definicion conceptual | Definicion Escala de Unidades de
estudio operacional medicion escala
Viabilidad Se refiere a la cantidad | Sera evaluada Cuantitativa | Porcentaje
celular de células que empleando el Kit de continuo
sobreviven o no ensayo XTT
presentan citotoxicidad
al contacto con alguna
sustancia en especifico
Cuantificacion | Se refiere a la Se cuantificara Cuantitativa | Concentracion
de compuestos | cuantificacion de mediante el Método continua uM
fendlicos componentes fenoles Folin Ciocalteau
contenidos en el
nutracéutico.
Integridad de | Se refiere a la presencia | Se determinara su Cromatografi | 0= sin
las isoflavonas | de isoflavonas de soya | presencia mediante a: Cualitativa | 1=con
después de un proceso | cromatografia en capa | nominal
de digestion simulada finay dicotomica
espectrofotometria UV/
Vis.
Espectrofoto | Absorbancia
metria  UV/
Vis:
Cuantitativa
continua
Capacidad Se refiere a una Se determinara Cuantitativa | Porcentaje
antioxidante molécula que tiene la empleando un radical continua
capacidad de retardar la | libre DPPH.
generacion de radicales
libres.

6.5 Técnicas y procedimientos

Los procedimientos se detallan a continuacion, los experimentos con las lineas

celulares se realizaron en condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.

Se emplearon dos frascos, cada uno con 60 capsulas de isoflavonas de soya de
diferentes del suplemento GNC SUPERFOODS SOY ISOFLAVONE
CONCENTRATE, (0.67 g de polvo por capsula).

Frasco 1: Lote 47501P4191 09/18 y Frasco 2: 6770LR4191 01/21

lotes

Se homogeneiz6 el polvo de las 120 capsulas, se trabajé con la porcion recomendada del
mismo, el peso correspondiente a 2 capsulas (1.34 g), todos los experimentos se realizaron

por triplicado.
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SIMULACION DE LA DIGESTION (Modificado de Minekus M et al, 2014 13°)

En la investigacion basica se han empleado modelos in vitro que simulan procesos de
digestion, imitando condiciones fisiologicas in vivo, tomando en cuenta la presencia de
enzimas, pH y tiempo de digestion con el objetivo de estudiar el comportamiento
gastrointestinal de alimentos o farmacos, en este caso se hizo una simulacion de la
digestion de las isoflavonas de soya con el objetivo de determinar si después de esta
simulacidn, ain mantienen su actividad biolégica.

La porcion recomendada del nutracéutico, 2 capsulas (1.34 g), se sometio a un fluido
gastrico con volumen final de 500 ml con un pH de 3, se dejo6 incubando en agitacion a
1200 rpm por 2 horas a 37 °C, pasando ese tiempo de incubacidn se puso en contacto
con un fluido intestinal a un pH de 7, se dejo incubando por 2 horas en agitacion a 1200

rpm. La composicion de los fluidos es la siguiente:

Tabla 8. Composicion de los fluidos de la digestion simulada.

Fluido Géstrico Fluido Intestinal

Pepsina 2000 U/ ml Betaglucosidasas 2000 U/ml
Lipasa 2000 U/ml

FOSfOlipidOS 0,17 mM Tripsina 100 U/ml

KCl 6900 uM Amilasa Pancreatica 2000 U/ ml

KH,PO4 900 uM Quimotripsina 25U/ ml

NaHCO; 25 000 pM Lipasa Pancreatica 2,000 U / ml

NaCl 200 uM Bilis 10 mM

MgCl, (H20)s 100 pM

(NHs)2COs 500 uM KCl 6.8 mM
KH>PO4 0.8 mM
NaHCOs3 85 mM
NaCl 38.4 mM
MgClz (H20)6 0.33 mM

EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS (MAE '3!)

La extraccion asistida por microondas se realizd con el objetivo de extraer las
isoflavonas y sus metabolitos, después de ser sometidos a una digestion simulada,
considerando que son los que se absorberian a nivel intestinal.

Las microondas consisten en ondas electromagnéticas de alta frecuencia, situadas en

regiones infrarrojas y de radio - frecuencia, oscilan entre 0,3 — 300 GHz. Consiste en
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un calentamiento que va desde el interior hasta el exterior del cuerpo que esta siendo
calentado, es decir, en este caso las isoflavonas del producto de la digestion simulada.
El equipo empleado Microwave Syntesis Reactor, Monowave 300 Anton, cuenta con
(Figura 15):

e Un panel para la seleccion de las condiciones de extraccion

e Un carrusel giratorio para colocar hasta 10 camaras de extraccion

e Un sistema de agitacion

e Un sistema de seguridad de la presion

Figura 15. Equipo para la Extraccion Asistida por Microondas

Procedimiento

1. El producto de la digestion simulada se lleva a pH fisiologico de 7.3 con PBS 1X, se
coloca en un tubo para MAE, sellandolo completamente con una tapa con filtro.

2. Se verifica que el medidor de aire esté conectado al equipo, y que esté en un rango de
5.6a6.

3. El tubo para MAE, se coloca en la camara de extraccion y se programa el equipo a un
punto de ebullicion de 190° C por 3 minutos.

4. Se llevo a cabo la extraccion de las isoflavonas de soya manteniendo una agitacion a
600 rpm en una atmosfera entre 11 y 13 bares, sin sobrepasar 20 bares.

5. Pasado el tiempo de extraccion, se esperaron 9 minutos, hasta llegar a una temperatura

de 55° C. El polvo obtenido se deja secar y se reconstituye en el medio de cultivo

correspondiente y se filtra en condiciones de esterilidad para su uso.
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CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES. METODO
COLORIMETRICO DE FOLIN-CIOCALTEAU (Modificado de Slinkard K. &
Singleton VL 132)

Este método colorimétrico se utilizd para cuantificar los compuestos fendlicos totales
que estan presentes en el polvo de las cépsulas, y el extracto posterior a la simulacion de
la digestion. El reactivo de Folin-Ciocalteau contiene volframato sddico y molibdato
sodico, los cuales van a reaccionar con los compuestos fendlicos a través de una reaccion
redox (Figura 16) para dar lugar a una coloracion azul la cual, se leera
espectrofotométricamente a 750 nm para posteriormente determinar la capacidad

antioxidante.

Reactivo de Folin . N
(W¥, Mo®) color b 3
amarillo &, % . Ve L
. L v - N ;*
\ - .\
o "o 'y *» R
; . o » R
Reactivo de Folin 4 o = 1w : /3.{ .,-‘jf
reducido (W', g _",,("f £ n ",4"; :&\3:'
Mo*) color azul oS, fﬁ' A J'Lﬁ‘éf:_"

Figura 16. Reaccion redox de los compuestos fenolicos con el reactivo Folin Ciocalteau

Para ello se realizaron los siguientes pasos:

1. Para la preparacion del reactivo Folin-Ciocalteau: Se peso en una balanza 0.35 g de
carbonato de sodio, se afor6 a un volumen de 8 ml de agua desionizada. Se hizo una
dilucion 1/10 a 4° C del reactivo Folin-Ciocalteau. Después se prepara una mezcla
de 1250 pL de Folin-Ciocalteau, 1000 pL de carbonato de sodio y 250 pL. de agua
desionizada.

2. Para la preparacion de acido gélico se peso 0.46 g y se aford a un volumen de 1 ml

de agua desionizada.
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3. Para realizar la curva patrén se empled una caja de 96 pozos, a cada pozo se

agregaron 200 uL de volumen final, de los cuales se agregaron concentraciones
crecientes de 20 a 90 uL de 4cido galico, 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau y
la cantidad restante de agua. En otros pozos de la misma placa se agregaron 50 puL
del extracto de isoflavonas, 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteau y 50 pL de agua.

Se dej6 en oscuridad por 2 horas y después se procedi6 a leerlo

espectrofotométricamente a 750 nm.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (Modificado de Stahl E, 1979 13%)

La cromatografia en capa fina es una técnica para la separacion y la identificacion de

compuestos presentes en una mezcla, en este caso, se emple6 con el objetivo de observar

la presencia de isoflavonas de soya después de una digestion simulada.

PREPARACION DE LOS ESTANDARES DE GENISTEINA Y DAIDZEINA

1.

2.

En microtubos para centrifuga estériles con capacidad de 1.5 ml, se agregaron 0.001g
de estandar de Genisteina (10005167) en uno de los microtubos y 0.002¢g de estandar
de Daidzeina (10005166) en el otro microtubo, ambos estandares son de CAYMAN
CHEMICAL COMPANY ® (Figura 17).

La daidzeina se disolvié en cloruro de metileno/etanol (2/1) y la genisteina se disolvio

en cloroformo/etanol (2/1).

Figura 17. Estdndar de Genisteina y Daidzeina

COMPOSICION DE LA FASE MOVIL
1. Acetato de Etilo 50 ml

2. Agua 45 ml

3. Acido Acético 5 ml
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APLICACION DE LAS MUESTRAS

1.

Se emplearon placas de aluminio con silica gel con indicador fluorescente 254 nm
de Fluka Analytical Silica gel para TLC.

Se recortaron placas de 5 x 3 cm.

Se colocaron cuatro puntos de aplicacion con una separacion de 0.5 cm del borde y
entre ellos, a lo ancho de la placa. En el primer punto con ayuda de un capilar se
aplicaron 10 ul del estdndar de genisteina, en el segundo punto se aplicaron 10 pl
del polvo de capsulas, en el tercer punto se aplicaron 10 ul de la digestion simulada,
en el cuarto punto se aplicaron 10 pl de una diluciéon de la digestion simulada
después de MAE y en el quinto carril se aplicd 10 pl del estindar de daidzeina. Se
eluy¢ la placa, empleando la fase movil ya antes mencionada.

Se observo que fue eluyendo, (Figura 18). La placa se retird cuando le faltaban 5
cm al frente del disolvente para llevar al borde de la placa, la placa se retir6 y se

seco.

Figura 18. Cromatografia en capa fina. A) Aplicacion de la muestra en la placa de silica gel.
B) Elucion de las isoflavonas de soya a través de la placa.

Con ayuda de una pinza, la placa se sostiene y se observa bajo la luz ultravioleta de
onda corta a 254 nm.

Después se determina el Rf. El Rf se define como la relacion de las distancias
recorridas por el soluto (en este caso las isoflavonas) y por el eluyente (fase movil)
desde el origen de la placa (Figura 19). De acuerdo con la siguiente ecuacion:

Rf = distancia recorrida por el compuesto a identificar (X)

distancia recorrida por el eluyente (Y)




4. ESPECTROFOTOMETRIA UV VISIBLE (Modificado de Hirt R, 1956 '**)

Se realiz6 un espectro UV/Vis con la finalidad de identificar la presencia de isoflavonas
de soya en el polvo de capsulas y después de la digestion simulada. La espectrofotometria
ultravioleta-visible (UV/Vis) es una de las técnicas analiticas mas empleadas ya que es
muy versatil y capaz de detectar casi cualquier molécula. Con la espectrofotometria UV-
Vis, la luz de UV-Vis que va de 100 hasta 700 nm, pasa a través de una muestra y se mide
la transmitancia de la luz por la muestra (Figura 20). De la transmitancia (T), la
absorbancia se puede calcular como A= -log (T). Un espectro de absorbancia muestra la
absorbancia de un compuesto en diferentes longitudes de onda. La cantidad de la

absorbancia a cualquier longitud de onda es debida a la estructura quimica de la molécula.

400 nm 700 nm

Luz visible
Longitud de onda (metros)

10718 10712 0 —

Rayos gama Rayos X ultravioleta infrarrojo microondas

Frecuencia (hertz)

: 10" 107 10°
energia (electron-voltios)

0 i (i 1078 10-12
Figura 20. Espectrofotometria UV/ Vis

Para ello se utilizaron soluciones madre o stock de estdndares de Genisteina y
Daidzeina, ya previamente preparadas, en un microtubo se agreg6 0.001g de estandar de
Genisteina (10005167 CAYMAN CHEMICAL COMPANY ®) disuelta en
cloroformo/etanol (2/1) y en otro microtubo se agregd 0.002g de estandar de Daidzeina
(10005166 CAYMAN CHEMICAL COMPANY ®) disuelta en cloruro de

metileno/etanol (2/1)
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El espectro UV/Vis se realizd en un nano espectrofotdémetro Thermo Scientific
Nanodrop ™ 2000/2000 c. Para lo cual se colocé primero 1ul de agua desionizada para
calibrar el equipo (Figura 21), se seca y se coloca 1 pl del stock de genisteina y se lee el
espectro de 200 a 800 nm. Posteriormente se hizo el mismo procedimiento con el estandar

de daidzeina y los extractos.
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Figura 21. Equipo de espectrofotometria UV/ Vis A) colocacion de muestra en el
Nanoespectrofotometro B) Espectrofotometro C) Espectros de isoflavonas

5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO
DE DPPH (Modificado de Prieto JM, 2015 135)

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y
plantas, la més confiable es la que emplea el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

conocido por sus siglas como el método de DPPH (Sigma-Aldrich D9132).

Este radical libre es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de
un proceso caracterizado por ceder un atomo de hidrégeno proporcionado por el agente
antioxidante, este proceso ocurre a través de una reaccion de pseudo primer orden que puede
seguirse midiendo la disminucion de la absorbancia en funcion del tiempo. La reaccion antes

descrita, entre el DPPH y un antioxidante, se representarla a continuacion:

[DPPH*] + [AOH] > [DPPH-H] + [AO*]
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Las condiciones de ensayo en que se determina la capacidad antioxidante se describen
por la siguiente ecuacion:

S[DPPH+]/8t =k ,,_[DPPH*],

1. Se emplearon las isoflavonas de soya que fueron sometidas al proceso de digestion.

2. Se empledé DPPH en una concentracion 0.1 mM en metanol grado HPLC.

Procedimiento:
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
MEOH | MEOH + | Estandar Estdndar Estandar Estdndar Simulacién | Simulacién MEOH MEOH +
+DPPH | DPPH genisteina | geninsteina | daidzeina daidzeina de de digestion DPPH
+DPPH +DPPH digestion + DPPH
A | MeOH | MeOH Genisteina | Genisteina Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion MeOH MeOH
100 L | 100 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 100 pL 100 pL
B | MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100 pL | 100 pL | 100 pL 100 pL 100 plL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL | 100 pL
C | MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100 pL | 100 pL | 100 pL 100 pL 100 plL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL | 100 pL
D | MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100 plL | 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
E | MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100 pl | 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
F | MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100 plL | 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
G | MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100 pL | 100 pL | 100 pL 100 pL 100 plL 100 pL 100 plL 100 pL 100 pL | 100 pL
H | MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100 pL | 100 pL | 100 pL 100 pL 100 plL 100 pL 100 plL 100 pL 100 pL | 100 pL

Figura 22. Adicion de isoflavonas de soya y metanol a caja de pozos

1. En una caja de 96 pozos se colocaron las siguientes cantidades de isoflavonas y metanol

grado HPLC.

2. Con una micropipeta multicanal se tomaron 100 pl de la primera fila de pozos y se

transfirieron a la segunda fila de pozos re suspendiendo de 4 a 5 veces.

3. Se transfirieron 100 ul de la segunda fila a la tercera fila y asi sucesivamente descartando

los ultimos 100 pl.
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4. Se adicionaron 100 ul de DPPH 0.1 mM a cada pozo de la placa de la columna 1 a la

columna 7.
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
MEOH | MEOH Estandar Estdndar Estdndar Estdndar Simulacién | Simulacién de MEOH MEOH +
+ +DPPH | genisteina genisteina daidzeina daidzeina de digestion + DPPH
DPPH +DPPH +DPPH digestion DPPH
A | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 200 pg/ml | 200 pg/ml | 200 pg/ml | 200 pug/ml | 200 pg/ml | 200 pg/ml 100 pM | 100 puM
B | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml | 100 pg/ml 100 pg/ml 100 uM | 50 uM
C | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 50 ug/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 100 uM | 25 uM
D | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 25 ug/ml 25 pg/ml 25 pg/ml 25 pg/ml 25 pg/ml 25 pg/ml 100 pM | 12.5 uM
E | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 12.5 pg/ml | 12.5 ug/ml | 12.5 pg/ml | 12.5 pg/ml | 12.5 pg/ml | 12.5 pg/ml 100 uM | 6.25 uM
F | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 5.25 pg/ml | 5.25 pg/ml | 6.25 pg/ml | 6.25 pg/ml | 6.25 pg/ml | 6.25 pg/ml 100 uM | 3.125uM
G | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 3.125pg/ml | 3.125pg/ml | 3.125ug/ml | 3.125pug/ml | 3.125pug/ml | 3.125ug/ml 100 pM | 1.075uM
H | DPPH DPPH Genisteina | Genisteina | Daidzeina Daidzeina Digestion Digestion DPPH DPPH
0.1mM | 0.1 mM | 1.075ug/ml | 1.075pg/ml | 1.075ug/ml | 1.075ug/ml | 1.075pug/ml | 1.075ug/ml 100 pM | 100 pM

Figura 23. Adicion de DPPH a caja de pozos

5. Laplaca tapa y se cubre con papel aluminio para evitar la evaporacion y proteger al DPPH

de la luz.

6. La placa se incub¢ a temperatura ambiente por 20 minutos.

7. Pasado el tiempo de incubacion se determiné la absorbancia a 500 nm.
Porcentaje de radical libre= 100 x [(Abs muestra +DPPH) - (Abs muestra)]
[(Abs DPPH) — (Abs Solvente)]

Figura 24. Caja de 96 pozos con isoflavonas de soya con el radical DPPH.
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6. TECNICA DE CULTIVOS CELULARES (Modificado de ATCC, 2019 %)

Se descongeld un criovial de cada linea celular (MCF-7, MDA-MB-231, HCT-15 y
HelLa) (Figura 25A) y se procedi6 a centrifugar cada uno por 10 minutos a 1,500 rpm. Se
retird el sobrenadante que contiene principalmente suero fetal bovino y dimetilsulfoxido al
10% (DMSO). La pastilla se re suspendié en 2 ml de medio RPMI 1640 Sigma Aldrich®
(Figura 25 B) y la suspension se pasé a una caja T-25. Se agregaron 3 ml mas de medio hasta
cubrir completamente la superficie de la caja (Figura 25 C). El medio de cultivo se
suplementd con suero fetal bovino al 10%, 1% de mezcla de antibidtico y antimicdtico y 1%
L-glutamina. Después se observaron al microscopio para ver la cantidad de células y
viabilidad de las mismas (Figura 25 D), se incubaron a 37°C en atmosfera de CO; al 5%

(Figura 21E) el medio de cultivo se cambi6 cada 48 horas.

Figura 25 B). Medios de cultivos Figura 25 C). Cajas T-25
utilizados con lineas celulares

e

Figura 25 A). Criovial con
células

Figura 25 E). Incubadora de CO,

Figura 25 D). Microscopio invertido
y camara digital

Figura 25. Cultivos celulares. A) Criovial con células. B) Medios de cultivo utilizados, C) Cajas T-25 con lineas celulares,
D) Microscopio invertido y camara digital. E) Incubadora de CO,.
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Los cultivos celulares se observaron al microscopio cada 24h, Cuando se obtuvo una
confluencia celular de 80% como lo muestra la figura 26, se separaron de la caja empleando
Solucién de Tripsina- EDTA 10 X, 5.0 g tripsina porcina y 2g EDTA 4Na por litro y 0.9%

cloruro de sodio, para proceder al conteo celular.

Figura 26 A) Figura 26 B)
MCF-7 (ATCC®-HTB-22) MDA-MB-231 (ATCC®-CRM-HTB-26)

N
Figura 26 D) Figura 26 C)
HCT-15 (ATCC®-CRM-HTB-26) HeLa (ATCC®-CRM-CCL-2)

Figura 26. Diferentes grados de confluencia en lineas celulares A). MCF-7 (ATCC®-HTB-22), B) MDA-
MB-231 (ATCC®-CRM-HTB-26), C) HeLa (ATCC®-CRM-CCL-2), D) HCT15 (ATCC®-CRM-HTB-26)
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CONTEO Y VIABILIDAD CELULAR (Modificado de Phillips JM, 1973 137),

Para el conteo celular se empled azul de tripan, el cual es un colorante azdico que
permite diferenciar a través de la tincion a células vivas y muertas, las células muertas se
observan en el microscopio de color azul y las células vivas con su membrana integra sin

tefiir. Se empled una cadmara de Neubauer, con 0.1 mm de profundidad figura 27 A).

A)

Camara con 0.1 mm

Cubreobjeto
de profundidad
Portaobjeto /
St

0

E e { ‘ MUERTAS: Células tefiidas.

VIVAS: Células
blancas.

Figura 27. Conteo celular. A) Preparacion de la camara de Neubauer, B) Llenado del
hemocitometro, C) Cuadricula microscopica, D) Células vivas (blanco) y células muertas (azul).
Esta camara cuenta con una cuadricula microscopica, en cada esquina se encuentran
cuatro cuadros, cada uno de Imm? con 16 cuadros de 0.0625 mm? donde se podra localizar a
las células. En un tubo eppendorff estéril se colocan 90 pl de la suspension celulary 10 pl de
azul de tripan y se mezclan. El cubreobjetos se adhiere a la camara y posteriormente se
colocan 10 pl en cada una de las hendiduras de la camara sin mover el cubreobjetos como se
muestra en la figura 27 A.
Se observa al microscopio y se procede al conteo de células vivas de los 5 cuadros
centrales y se calcula la concentracion de células en la suspension con la siguiente formula.
Células /ul = (No. de células) / [superficie contada (mm?) * Profundidad de la cAmara

(mm)] * Dilucion
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Kit de Ensayo de Proliferacion de células XTT (sodium 3’- [1-

(phenylaminocarbonyl)- 3,4- tetrazolium]-bis (4-methoxy- 6-nitro) benzene sulfonic

acid hydrate) (Modificado de Meshulam, 1995 138)

Es un ensayo colorimétrico para la cuantificacion no radioactiva de la viabilidad
celular. Las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas van a reducir la sal de

tetrazolio a cristales de formazan, el cual es un metabolito soluble de color rojo-naranja. El

formazan tiene una absorbancia a 500 nm.
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Figura 28. Reaccion quimica XTT. Reduccion de sal de tetrazolio a cristales de formazan

1. Se prepararon 4 cajas de 96 pozos para cada una de las lineas celulares.

2. Se sembraron 5,000 células (100 pL) / pozo en cada uno de los pozos de las 4 cajas

y se incubaron por 24 horas.

3. Pasando las 24 horas, se retiré el medio de cultivo de cada pozo.

4. Se agregaron diferentes concentraciones de isoflavonas de 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 160, 180, 200 y 220 uM / pozo, por triplicado (Figura 29), complementando con

medio de cultivo suplementado cada pozo, con la finalidad de tener un volumen final

de 200 pl y se incub6 por 24 horas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A|O 20 40 60 80 100 121 141 161 181 201 221
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
B 0 20 40 60 80 100 121 141 161 181 201 221
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
c 0 20 40 60 80 100 121 141 161 181 201 221
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM

5. Pasando el tiempo de incubacion, se prepara el Reactivo XTT mezclando reactivo de

marcaje XTT 5ml y reactivo de acople de electrones 100ul. Después se adicionan 50

uL/pozo del reactivo XTT preparado.
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6. Se incubd a 37°C en una atmoésfera de CO; al 5% por 4 horas. Pasando el tiempo se

observd un cambio de color y se determina la absorbancia a 500 nm.

7. PRUEBAS ESTADISTICAS

Los resultados obtenidos de los experimentos realizados por triplicado para determinar la
dosis letal media de las 4 lineas celulares se almacenaron en una base de datos de Microsoft
Excel para la elaboracion de las graficas, mismos que fueron codificados para las pruebas
estadisticas realizadas en el programa Statistical Package for the Social Sciences SPSS. INC
® Version 23.

Se emple6 la prueba estadistica ANOVA (por sus siglas en ingles ANalysis Of VAriance)

por prueba post hoc Bonferroni, utilizando un valor significativo p < 0.05.
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8. RESULTADOS

Se evalu6 el efecto de las isoflavonas de soya de un nutracéutico comercial, sobre el
crecimiento de lineas celulares tumorales, de cancer de mama, de colon y cervicouterino.
El experimento se realiz6 en 3 etapas; la primera etapa corresponde a la determinacion de la
presencia y funcionalidad de las isoflavonas de soya después de una digestion simulada, la
segunda etapa corresponde a la determinacion del efecto antiproliferativo de las isoflavonas
de soya sobre las lineas celulares de cancer y finalmente en la tercera etapa se realizo el

analisis de los resultados.

1° Etapa: Determinacion de la integridad de las isoflavonas de soya posterior a una

digestion simulada

Los primeros resultados corresponden a la determinacion de la integridad de las
isoflavonas después de una digestion simulada, lo cual se identifico a través de cromatografia
en capa fina, se observo la presencia de genisteina y daidzeina, y de otros metabolitos que

pueden ser derivados tanto de genisteina, como de daidzeina y gliciteina (figuras 30).

En la figura 30, se puede observar la placa de cromatografia en capa fina. En la parte

inferior se encuentran los 5 puntos de aplicacion:

e Carril 1: Estandar de genisteina 1mg/ml

e Carril 2: Polvo del extracto crudo

e Carril 3: Producto de la digestion simulada concentrada

e Carril 4: Producto de la digestion simulada después de MAE
e Carril 5: Estandar de daidzeina 1 mg/ ml

e Fase movil: Acetato de etilo 50 ml, Agua 45 ml y Acido Acético 5 ml
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Genisteina Daidzeina

Otros
metabolitos

Después de identificar la presencia de isoflavonas de soya tras la digestion simulada a
través de la cromatografia en capa fina, se realizé una espectrofotometria UV/Visible, con la
finalidad de observar la presencia de ambas isoflavonas. En la figura 31 se presentan los
resultados, tanto en el panel A como en el B, se pueden observar los espectros UV/Vis de los
dos estandares genisteina y daidzeina, el eje de las “x” corresponde a la longitud onda en

[

nanometros y el eje de la “y” corresponde a la absorbancia.
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A) Espectro UV/ Vis Daidzeina. Como se puede observar el espectro de
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B) Espectro UV/ Vis Genisteina. Como se puede observar el espectro de
Genisteina coincide con el reportado en la literatura.

Figura 31. Espectrofotometria UV/ Vis. A) Espectro de absorbancia de genisteina obtenido por nosotros. B) Espectro de
absorbancia de daidzeina obtenido por nosotros. C) Espectros reportados en la literatura de Vacek, 2008 (139,

El espectro del extracto acuoso de isoflavonas de soya sometido a la digestion simulada se
presenta en la figura 32; en donde se puede observar la presencia de genisteina y daidzeina,

asi como la presencia de otros compuestos.
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Figura 32. Espectrofotometria UV/Vis del producto de la digestién
simulada. En el eje de las X se encuentra la longitud de onda y en el eje
de las Y se encuentra la absorbancia. Se observa absorbancias
correspondientes a los espectros de Daidzeina y Genisteina.
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Figura 33. Espectrofotometria UV/Vis del producto de la digestién simulada.
En el eje de las X se encuentra la longitud de onda y en el eje de las Y se encuentra
la absorbancia. Se observa que después de la extraccion por microondas es mas
claro el espectro correspondiente a Daidzeina y Genisteina.
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Finalmente, se determind si las isoflavonas seguian teniendo actividad mediante la
cuantificacion de su capacidad antioxidante al contacto con el radical libre DPPH. En la Tabla

9, se presenta la capacidad antioxidante del producto obtenido de la digestion simulada de

isoflavonas.
Porcentaje de capacidad
Extracto antioxidante
Genisteina 100 %
Daidzeina 86.11 %
Producto de la digestion simulada 100 %
después de MAE

Después de haber realizado los experimentos que permiten determinar la actividad de

las isoflavonas, se determino el efecto de las isoflavonas sobre las lineas celulares.

2° Etapa: Determinacion del efecto antiproliferativo en las lineas celulares de cancer de

mama, de colon y cervicouterino

Antes de determinar el efecto antiproliferativo del extracto de isoflavonas sobre las
diferentes lineas celulares, se cuantificaron las mismas como compuestos fenolicos totales

mediante el método de Folin-Ciocalteau.

A continuacion, se presentan los resultados del efecto antiproliferativo obtenidos en
las 4 lineas celulares de cancer. En cada una de las graficas se presenta en el eje “x”
concentraciones micromolares crecientes de isoflavonas de soya expresados como
compuestos fenolicos totales y en el eje de la “y” se encuentra el porcentaje de viabilidad

celular con respecto al control.

La siguiente grafica (Figura 34) muestra los resultados de la linea celular MCF-7

correspondiente al cancer de mama Luminal A, hormona dependiente:
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Figura 34. Efecto antiproliferativo en la linea celular MCF-7 correspondiente a cincer de mama Luminal A. En
esta grafica se observa una inhibicion en la proliferacion celular con una dosis letal media de 100 uM + 0.038. *Datos
estadisticamente significativos con ANOVA, prueba post- hoc Bonferroni p <0.05

Los resultados del efecto antiproliferativo de la linea celular tumoral MCF-7,

presentado en la figura 34, se observa una inhibicion de la proliferacion celular de la linea

tumoral MCF-7 correspondiente a cancer de mama Luminal A, obteniendo una dosis letal

media significativa de 100 uM + 0.038. Los resultados son estadisticamente significativos

calculados con prueba ANOVA con prueba Post-hoc Bonferroni con una p < 0.05. Los

valores de las desviaciones estdndar son muy pequefios y no se aprecian completamente en

el grafico por lo que se presentan en la tabla 10.

Desviaciones Estandar calculadas con Microsoft Excel y SPSS. INC ® Version 23

DESVIACIONES ESTANDAR
Concentraciones | Desviaciones
MCE-7
0 0.063
20 0.061
40 0.05
60 0.056
80 0.036
100 0.038
121 0.056
141 0.002
161 0.02
181 0.009
201 0.018
221 0.012

Tabla 10. Desviaciones estindar de MCF-7. debido a que los valores de las desviaciones estandar son
muy pequefios no se visualizan en el grafico sin embargo lo presento en esta tabla.
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A continuacion, se presenta el efecto antiproliferativo en la linea celular tumoral
MDA-MB-231 correspondiente a cancer de mama triple negativo, hormona independiente

(Figura 35):

EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE LAS ISOFLAVONAS DE SOYA
EN LA LINEA CELULAR MDA-MB-231
g 120
2
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Figura 35. Efecto antiproliferativo en la linea celular MDA-MB-231 correspondiente a cincer de mama triple
negativo. En esta grafica se observa una inhibicion en la proliferacion celular con una dosis letal media de 140 uM +
0.009. *Datos estadisticamente significativos con ANOVA, prueba post- hoc Bonferroni p <0.05

En la figura 35, se observa una disminucion en el porcentaje de proliferacion celular
de la linea celular MDA-MB-231, al incrementar la concentracion de isoflavonas de soya en
este caso, la dosis letal media significativa es de 140 uM =+ 0.009. Los datos son
estadisticamente significativos calculados con prueba ANOVA con prueba post — hoc
Bonferroni con una p < 0.05.

Las desviaciones estdndar presentadas en el grafico son muy pequeiias por lo que no

se pueden observar completamente, sin embargo, se presentan en la tabla 11.
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Desviaciones Estandar calculadas con Microsoft Excel y SPSS. INC ® Version 23

DESVIACIONES ESTANDAR
Concentraciones | Desviaciones
MDA-MB-231

0 0.055

20 0.033

40 0.019

60 0.029

80 0.018

100 0.022

120 0.059

140 0.064

160 0.027

180 0.035

200 0.008

220 0.017

Tabla 11. Desviaciones estindar de MDA-MB-231. Debido a que los valores de las desviaciones
estandar son muy pequeflos no se visualizan en el grafico sin embargo lo presento en esta tabla.

Se compard el efecto de las isoflavonas de soya en las lineas celulares de cancer de mama
MCF-7 y MDA-MB-231, con los datos obtenidos de las lineas celulares de cancer de mama
se realiz6 una prueba estadistica con la finalidad de observar la relacion que existe entre las
dosis empleadas en cada una, los datos fueron determinados con una prueba ANOVA con

prueba Post-hoc Bonferroni con una p< 0.05.

RELACION DEL EFECTO ANTIPROLIFERATIVO
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Figura 36. Efecto antiproliferativo en las lineas celulares de cincer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.
En esta grafica se observa la relacion de las dosis empleadas en ambas lineas celulares, observando que para
MDA-MB-231 se requiere de una mayor concentracion de isoflavonas, para alcanzar la dosis letal media que
para MCF-7. *Datos estadisticamente significativos con ANOVA con prueba post-hoc Bonferroni p< 0.05.
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A continuacion, se presenta el efecto de las isoflavonas en el crecimiento de células de la
linea tumoral de cancer de colon HCT-15 (Figura 36). Se presenta el efecto del producto de
la digestion de isoflavonas sobre la linea tumoral HCT-15, correspondiente a cancer de colon,
donde se puede observar una disminucion en el porcentaje de células a mayor concentracion
de isoflavonas de soya. La dosis letal media se presenta en una concentracion significativa
de 130 uM =+ 0.226. Los datos son estadisticamente significativos determinados con una
prueba ANOVA con prueba Post-hoc Bonferroni con una p<0.05. Los valores de las
desviaciones estandar no se aprecian completamente en el grafico, por lo que se presentan en

la tabla 12.

EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE LAS ISOFLAVONAS DE SOYA

EN LA LINEA CELULAR HCT-15
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Figura 36. Efecto antiproliferativo en la linea celular HCT-15 correspondiente a ciancer de colon. En esta grafica
se observa una inhibicion en la proliferacion celular con una dosis letal media de 120 pM + 0.022. *Datos
estadisticamente significativos con ANOVA, prueba post- hoc Bonferroni p <0.05

Desviaciones Estandar calculadas con Microsoft Excel y SPSS. INC ® Version 23

DESVIACIONES ESTANDAR
Concentraciones | Desviaciones
HCT-15
0 0.081
20 0.038
40 0.014
60 0.079
80 0.079
100 0.036
120 0.026
140 0.022
160 0.052
180 0.019
200 0.009
220 0.036

Tabla 12. Desviaciones estaindar de HCT-15. Debido a que los valores de las desviaciones
estandar son muy pequefios no se visualizan en el grafico sin embargo lo presento en esta tabla.
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A continuacién, se presenta el efecto antiproliferativo de la linea celular HeLa

correspondiente a cancer cervicouterino (Figura 37):
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Figura 37. Efecto antiproliferativo en la linea celular HeLa correspondiente a cincer cervicouterino. En esta
grafica se observa una inhibicion en la proliferacion celular con una dosis letal media de 160 uM + 0.4. *Datos
estadisticamente significativos con ANOVA, prueba post- hoc Bonferroni p <0.05

En la figura 37, se presenta el efecto antiproliferativo que presento la linea tumoral HeLa,

donde se puede observar que la dosis letal media se da en una concentracion significativa de

160 uM. Los valores de las desviaciones estandar son muy pequefias por lo que no se

visualizan completamente en la grafica, sin embargo, se presentan la tabla 13. Los datos son

estadisticamente significativos con prueba ANOVA, prueba post-hoc Bonferroni p <0.05.
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Desviaciones Estandar calculadas con Microsoft Excel y SPSS. INC ® Version 23

DESVIACIONES ESTANDAR
Concentraciones | Desviaciones
HeLa
0 0.66
20 0.189
40 0.253
60 0.432
80 0.382
100 0.194
120 0.194
140 0.117
160 0.4
180 0.195
200 0.2
220 0.079

Tabla 13. Desviaciones estandar de HeLa. Debido a que los valores de las desviaciones estandar son muy
pequeiios no se visualizan en el grafico sin embargo se presentan en esta tabla.
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9. DISCUSION

1* Etapa: Determinacion de la integridad y funcionalidad de las isoflavonas de soya
posterior a una digestion simulada

Las isoflavonas de soya fueron sometidas a una digestion simulada. Debido a que se
empled un nutracéutico en capsula, se simul6 unicamente la digestion intestinal y gastrica 'y
no la salival. Las isoflavonas se encuentran en el nutracéutico en su forma glucosilada, fueron
sometidas a un proceso de digestion simulada, en un fluido géstrico y un fluido intestinal
teniendo contacto con enzimas principalmente pepsina y pancreatina respectivamente.

Después de este procedimiento, se procedio a la extraccion de isoflavonas, empleando
MAE. Esta técnica permitio extraer las isoflavonas de soya y sus metabolitos después de
tener contacto con el fluido gastrico e intestinal, considerando que son los que se absorberian
a nivel intestinal, esto se logr6 a través del calentamiento del producto de la digestion
simulada desde el nucleo hacia el exterior de las moléculas, permitiendo su extraccion en
poco tiempo.

Después, a través de la cromatografia en capa fina presentada en la imagen 30, se
puede observar la presencia de isoflavonas en el extracto crudo (carril 2), después de la
digestion simulada (carril 3) y en el extracto MAE (carril 4), el Rf que presentan las
isoflavonas después de ser sometidas al proceso de MAE, es similar al de los estandares de
genisteina y daidzeina ubicados en el carril 1 y 5 respectivamente. Lo que confirma que la
extraccion de isoflavonas empleando MAE es efectiva.

La cromatografia en capa fina permiti6 identificar a las isoflavonas presentes en el
producto de la digestion simulada después del contacto con un fluido gastrico e intestinal
simulado, sin embargo, al no tener estdndares de otras isoflavonas, asi como de sus
metabolitos, no se puede identificar a estos. Como perspectiva a futuro sera necesario realizar
un andlisis por cromatografia liquida de alta resolucion (por sus siglas en inglés HPLC) la
cual es una técnica que permitiria conocer con exactitud cudles son los compuestos que estan
presentes en el extracto.

Aunado a este procedimiento, para confirmar la presencia de isoflavonas de soya se
realizd una espectrofotometria UV/ Vis presentado en la Figura 31, de los estandares de
genisteina y daidzeina. Los espectros obtenidos coinciden con los reportados en la literatura

de Vacek J y colaboradores mostrado en el panel C de la misma figura. Ademas, en la figura
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31 A se presenta el espectro correspondiente al producto de la digestion simulada antes de la
extraccion por microondas representado de color negro, de color amarillo se representa el
espectro de daidzeina, en color verde el espectro de genisteina y encerrados en un ovalo azul
otros compuestos, observando que no es tan evidente el espectro de las isoflavonas en
comparacion con el de la figura 31B, que muestra de color negro el espectro de las
isoflavonas de soya, sefialados de amarillo el espectro de daidzeina, de color verde el espectro
de genisteina y seialados en un ovalo azul el espectro de otros compuestos, lo que coincide
con la cromatografia en capa fina donde se observa en el carril 4, un aumento de la
concentracion de isoflavonas del extracto después de la digestion simulada después de la
extraccion por microondas.

Después, de que las isoflavonas de soya se sometieron a un fluido géstrico e intestinal,
se confirmo su actividad biologica determinando su capacidad antioxidante, empleando el
radical libre DPPH. En los resultados presentados en la figura 33, se puede observar que la
capacidad antioxidante que tiene el producto de la digestion simulada es similar a la que
tienen los estandares de genisteina y de daidzeina, lo que nos indica que las isoflavonas
mantienen su funcionalidad, es decir, su capacidad antioxidante después de una digestion
simulada.

La importancia de esta etapa fue conocer la integridad y funcionalidad de las
isoflavonas de soya contenidas en el nutracéutico comercial, desde que se encuentra en su
forma glucosilada en las capsulas del producto hasta que son ingeridas y absorbidas a nivel
intestinal, y después de haber tenido contacto con enzimas digestivas comprobar su presencia

y su capacidad antioxidante empleando un radical libre.

2° Etapa: Determinacion del efecto antiproliferativo en las lineas celulares de cancer de

mama, de colon y cervicouterino

Después de que se demostrd en la etapa 1 que las isoflavonas estan presentes y son
funcionales en el producto de la digestion simulada se procedié a probar su efecto
antiproliferativo en lineas celulares de cancer de mama, de colon y cervicouterino.

La dosis letal media obtenida en MCF-7 de esta investigacion coincide con lo
reportado por el Dr. Wen Fang C et al. (149, quienes investigaron el mecanismo involucrado

en la accion inhibitoria del estandar de genisteina sobre las células MCF-7, encontrando la
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misma dosis letal media para genisteina que en este trabajo 100 uM, lo que reportan los
autores es que la genisteina detuvo significativamente el crecimiento de células MCF-7 en la
fase G2 / M y disminuy0¢ la fase S. A su vez por medio de tecnologia de microarreglos de
DNACc identificaron dos genes regulados por genisteina: HSP (por sus siglas en inglés heat
shock protein, proteinas de choque térmico) y SRF (Serum Response Factor, factor de
respuesta sérica, el cual es activado por el IGF-1), que son proteinas relacionadas
directamente con la regulacion de la proliferacion celular. Sus resultados sugieren que la
accion inhibitoria de la genisteina en esta linea celular de cancer de mama, parece ser
compleja y solo esta mediada parcialmente por la alteracion de las vias dependientes de los
receptores para estrogenos (140,

Por lo que, como perspectiva a futuro de esta investigacion, se tendria que determinar
mediante citometria de flujo, en qué fase del ciclo celular se detienen las diferentes lineas
celulares con el producto de la digestion empleado en este estudio, ademas de realizar un
analisis genético con la tecnologia de microarreglos la cual es una prueba que permite la
identificacion de la expresion génica de 20 a 35 mil genes de manera simultanea, para
identificar los genes que son regulados positiva y negativamente por las isoflavonas del
nutracéutico y de acuerdo a su funcion de los productos protéicos de los genes identificados,
determinar el posible mecanismo de accion del producto de la digestion simulada del
nutraceutico.

En un articulo de revision de la Dra. Jia et al. 4D, reportan que las células epiteliales de
la glandula mamaria expresan los ERa y ERB, el 80% de células expresan ER, sin embargo,
cuando se desarrolla una neoplasia, la expresion de ERP va disminuyendo, por una
hipermetilacion de la regién promotora y la de ERa se incrementa 14D, Como ya se comentd
en los antecedentes, los receptores ER[ estan relacionados con la disminuciéon de la
proliferacién celular mientras que los ERa la promueven, y estan relacionados con el
desarrollo de cancer, también se coment6 que las isoflavonas tienen semejanza estructural
con el 17-estradiol, y tienen mayor afinidad por ERB (87%) que por ERa (4%). En esta
investigacion se empled la linea celular MCF-7 que son células de origen epitelial, y expresan
ERa en mayor proporcion que ERP, aunque la afinidad es mayor por los receptores beta,
probablemente las isoflavonas de soya del nutracéutico se unieron al ERP e inclusive

pudieron tener un efecto sobre la regulacion de la desmetilacion del promotor de los ERp,

69



como perspectivas a futuro serd conveniente realizar experimentos, que nos permitieran
identificar los transcritos primarios de ERP y de esta manera determinar si hay una regulacion
a nivel de desmetilacion de la region promotora del mismo, lo cual favorece la inhibicion del
crecimiento en esta linea celular.

Es importante mencionar que actualmente existen terapias dirigidas a receptores, que
han resultado ser una buena opcion de tratamiento por tratarse de fArmacos dirigidos a genes
y proteinas especificos relacionados con el desarrollo del cancer, sin embargo, resultan de
alto costo y de dificil acceso para algunos pacientes lo que ha ocasionado que la mayoria de
los pacientes abandonen el tratamiento. Esta investigacion sugiere el comienzo de una amplia
investigacion enfocada al efecto que producen las isoflavonas de soya sobre la linea celular
tumoral de cancer de mama, resultando una posible alternativa de tratamiento coadyuvante
en cancer de mama de fécil acceso, consumo y no invasiva.

En el caso de la otra linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, también hubo
un efecto inhibitorio. Como ya se menciond en los antecedentes, esta linea celular tumoral
no expresa receptores estrogénicos, por lo que el si el efecto de las isoflavonas fuera
unicamente a través de la union a dichos receptores, su aplicacion no debia presentar ninglin
efecto significativo, sin embargo, el efecto inhibitorio coincide con estudios reportados por
otros autores, por lo que el efecto inhibitorio observado, podria deberse a la regulacion de
diferentes vias de sefializacion.

Por ejemplo el Dr. Pan et al (142, observaron que empleando un estandar de genisteina,
obtuvieron una dosis letal media de 20 uM en la misma linea celular; al tratarse de una linea
celular que no expresa ninguno de los receptores para estrogenos, dilucidaron a través de
diferentes métodos, que la via de sefializacion a través de la cual se presentd el efecto
inhibitorio que causa el arresto de las células en G2/M, fue por la activacion de la via NF-kB
(142): esto coincide con el Dr. Gong et al, quienes de igual manera encontraron un efecto
inhibitorio en células MDA-MB-231 con una dosis letal de 50 uM, el efecto inhibitorio y la
induccidn de apoptosis causado por un estdndar de genisteina, se debid por la uniéon al ADN
de NF-kB y AKT. En el caso de la Dra. Rajah et al, encontraron que un efecto inhibitorio
sobre la misma linea tumoral, se debe a una regulacion sobre AKT, BAX / BCL-2, las cuales
son vias de sefializacion que estan implicadas en el proceso de apoptosis, por lo que las

isoflavonas pudieron actuar a este nivel.
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El resultado que se observo en el presente estudio al emplear la misma linea celular
es mayor al que encontraron estos autores, por lo que probablemente se deba a que, en esta
investigacion, se utilizo el producto de la digestion del nutracéutico que inicamente contiene
isoflavonas de soya, y podria estar regulando también la via NF-kB, por lo que el efecto sobre
la linea celular podria estar resultando diferente a comparacion de un estdndar de isoflavonas.
Sera necesario determinar mediante inmunofluorescencia indirecta el incremento en NF-kB,
para determinar si el producto de la digestion provoca el mismo efecto al encontrado por
estos autores.

De acuerdo a la informacion de estos autores, se considera de gran importancia este
resultado ya que como se comentd anteriormente, MDA-MB-231 corresponde al cancer de
mama triple negativo y no expresa receptores estrogénicos, por lo que es el cancer de mama
mas dificil de erradicar a diferencia del cancer de mama Luminal A de MCF-7. Actualmente
los tratamientos dirigidos a receptores no tienen efecto sobre este cancer de mama triple
negativo, por lo que la quimioterapia y radioterapia son los tratamientos médicos oncologicos
mas empleados y resultan ser procedimientos muy invasivos y desgastantes para el paciente,
ya que no solo afecta a células cancerigenas, sino también afecta a células sanas siendo la
cirugia la tnica opcion para estos pacientes. Las isoflavonas de soya han demostrado tener
efecto sobre el cancer de mama, sobre todo es importante resaltar su amplio mecanismo de
accion que actiia en varias vias de sefializacién; a pesar de que aun hace falta darle
continuidad a la investigacion tanto in vitro como in vivo, el efecto que han demostrado las
isoflavonas sobre el crecimiento de MDA-MB-231, plantea una posible alternativa con un
alto valor terapéutico coadyuvante para este tipo de cancer.

Ademas de acuerdo con la figura 36, que presenta el efecto antiproliferativo en los dos
tipos de cancer de mama Luminal A y triple negativo, ambas mostraron una disminucioén en
la proliferacion celular. A pesar de que ambas son lineas celulares de cdncer de mama, no
comparten similitudes entre ellas, como la expresion de receptores, se esperaba efecto
inhibitorio sobre la linea celular MCF-7 y no se esperaba un efecto sobre MDA-MB-231,
observandose que se requiere una mayor concentracion de isoflavonas, para alcanzar la dosis
letal media en esta ltima linea celular. Estos resultados demuestran que las isoflavonas de
soya no solo pueden actuar a nivel de los receptores estrogénicos, sino que pueden actuar

regulando otras vias de sefializacion alternas que favorecen una inhibicion del crecimiento
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celular en la glandula mamaria. A pesar de que este estudio forma parte de una investigacion
basica, nos sugiere que el nutracéutico de isoflavonas de soya empleado en este estudio,
podria ser considerado para formar parte de futuros tratamientos mas especificos, a través de
planes de alimentacion personalizados de pacientes con cdncer de mama.

En el caso de HCT-15, linea celular tumoral correspondiente a cancer de colon,
presentd un efecto inhibitorio como se mencion6 anteriormente. A diferencia de cancer de
mama, no se han encontrado suficientes estudios en la literatura, que reporten el efecto que
ejercen las isoflavonas de soya sobre el control de la proliferacion celular en el cancer de
colon, especialmente de la linea celular HCT-15. Se realizé una busqueda exhaustiva de
informacion en la base de datos PubMed, sobre estudios del efecto de las isoflavonas de soya
sobre la linea celular HCT-15; tinicamente se reportan estudios que evaliian el efecto de las
isoflavonas sobre la linea celular de cancer de colon HT-29, HCT-15 es una linea celular
derivada de HT-29 (144,

De acuerdo a lo reportado por el Dr. Zhou P et al. 1?®), determinaron el efecto del estandar
de genisteina en células de cancer de colon en la linea HT-29. En sus resultados observaron
que la genisteina puede disminuir el proceso de migracion celular a una concentracion de
200uM (concentracién mayor a la encontrada en este trabajo), a través de la inhibicion de la
expresion de Notchl/ NF-xB/ slug/ E-cadherin, mientras promueven la expresion de
BAX/BCL-2 y caspasa-3 los cuales son mediadores de la apoptosis celular, por lo que la
genisteina podria considerarse como potencial coadyuvante para la prevencion de metdstasis
en el cancer de colon (1?8, Serd necesario determinar mediante inmunofluorescencia indirecta
los niveles de Notchl, BAX/BCL-2, NFkB, para determinar si el producto de la digestion

provoca el mismo efecto al encontrado por estos autores.

Se considera que la respuesta inhibitoria obtenida en este estudio es importante, ya que
existe una escasa informacion del efecto que pueden causar las isoflavonas de soya en el
crecimiento celular de cancer de colon, especialmente en la linea celular HCT-15. A
diferencia de otras lineas celulares de cancer de colon, se considera que es importante
investigar mas en esta linea tumoral ya que expresa receptores para estrogenos especialmente
los receptores beta, relacionados con la disminucion de la proliferacion tumoral, lo que
ayudaria a encontrar estrategias no solo farmacoldgicas, sino nutricionales, dirigidas a

receptores estrogénicos u otras vias de sefializacion que puedan causar una modificacion en
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el crecimiento celular tumoral. Ademés, como ya se mencion6 en los antecedentes el cancer
de colon es el principal tipo de cancer que esté afectando a la poblacion mexicana, siendo la
alimentacion uno de los principales factores de riesgo que predispone al desarrollo de cancer,
sin embargo, cambios en el estilo de vida, principalmente la alimentacion de pacientes

oncoldgicos, pueden modificar el aporte nutricio y tener un beneficio sobre la enfermedad.

Para la linea tumoral HeLa correspondiente a cancer cervicouterino de igual manera se
obtuvo un efecto inhibitorio significativo, lo que coincide con la literatura del Dr. Hussain A
et al. 9, quienes reportan el potencial antiproliferativo de la genisteina en células HeLa, en
sus resultados muestran que el estandar de genisteina, causa una inhibicion significativa en
la viabilidad celular con una dosis de 100 pM. En su estudio, demuestran que la genisteina
indujo apoptosis y detuvo el ciclo celular en la fase G2/M ademas de modular la expresion
en MMP-9 (matriz metalopeptidasa 9) y TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metallopeptidase 1,
inhibidor tisular de metaloproteinasa 1) involucrados en la migracién y metastasis celular
(145) Esto sugiere que sera necesario determinar mediante inmunofluorescencia indirecta los
niveles de MMP-9 y TIMP-1, para determinar si el producto de la digestion provoca el mismo
efecto al encontrado por estos autores.

Como resumen, la siguiente tabla muestra el efecto inhibitorio que causaron las
isoflavonas de soya sobre las lineas tumorales, destacando principalmente la posible
intervencion de los mecanismos de las isoflavonas de soya sobre las lineas celulares
tumorales, principalmente en MDA-MB-231, de acuerdo a lo reportado en la literatura; como
ya se ha mencionado anteriormente, es necesario darle continuidad a este estudio para
determinar el mecanismo por el cual las isoflavonas causaron dicho efecto. Ademas, de
acuerdo a la busqueda de informacion que se realizo en la base de datos de PubMed, existe
informacion sobre el efecto de estdndares de isoflavonas de soya o semillas de soya sobre
lineas celulares de cancer, sin embargo, no se ha encontrado evidencia de haber evaluado el
efecto que pudiera tener un nutraceutico de isoflavonas de soya sobre lineas celulares de
cancer de mama, lo que este estudio contribuye a generar mas investigaciones tanto in vitro

como in vivo.
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Tabla 14. Efecto de las isoflavonas de soya sobre las lineas celulares tumorales.

MDA-MB-231 MCF-7 HelLa HCT-15
Triple negativo Luminal A Cancer Cancer de coélon
cervicouterino
No expresa receptores  Expresa ERay  Expresa ERa y ERB Expresa ERB
para estrogeno ERB
DLM: 140 uM DLM: 100 uM DLM: 160 uM DLM: 130 uM

Efecto inhibitorio

Las isoflavonas pudieron
actuar sobre vias de Las isoflavonas pudieron actuar a nivel de los receptores
senalizacion alternas a estrogénicos y/o vias de senalizacion alternas.
receptores estrogénicos

Finalmente, se ha documentado en la literatura la importancia de disefar estrategias
terapéuticas dirigidas a diversas vias de sefializacion que estén implicadas en el proceso de
apoptosis de células cancerigenas, por lo que especialmente las isoflavonas han sido
consideradas por su accion moduladora en el crecimiento celular y en la muerte programada
(148) especialmente su intervencion destaca en la modulacién de NF-xB, AKT, WNT, Notch,
p53 y AR, como lo muestra la figura 38 donde se puede observar que las isoflavonas
intervienen en diversas vias de sefializacion. De color verde se muestra la via de sefializacion
de WNT, de color rosa se observa la via de EGF (factor de crecimiento), de color morado se
observa la via de sefalizacion de NF-kB y de color naranja la via Notch. De color amarillo,
se observa la accion que tiene las isoflavonas en cada una de estas vias, por ejemplo, las
isoflavonas activan a p53, la cual se considera guardian del genoma, ya que determina que el
DNA esté¢ integro antes de continuar en el ciclo celular especificamente en las fases G2 y M
y de acuerdo con la literatura probablemente las isoflavonas de este nutracéutico pudieron
actuar a este nivel; a su vez las isoflavonas pueden inhibir a NF-kB el cual juega un papel
importante en el control del crecimiento celular, en la apoptosis, inflamacién y respuesta al
estrés, por lo que al ser inhibida por las isoflavonas, estas no permiten que contintie con su
actividad de factor de transcripcion. Del lado izquierdo de la imagen se puede observar que
las isoflavonas pueden inhibir a AKT, el cual desempefia papeles importantes en la
regulacion en la supervivencia celular, por lo que, al ser inhibida por las isoflavonas, estas

no permiten que haya una inhibicion de caspasas y de BAD por lo que habria una apoptosis
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de células cancerigenas. A su vez, las isoflavonas pueden actuar sobre las betacateninas en
conjunto con WNT-1 que son de gran importancia en la diferenciacion y adherencia celular,
ademas de estar implicada en la transicion de células epiteliales a células mesenquimales, por
lo que las isoflavonas inhiben este proceso y detienen esta transicion evitando la invasion a

tejidos adyacentes y probablemente prevenga la metastasis.

Por lo que se puede concluir que empleando este nutracéutico se puede llegar a una
inhibicion de crecimiento celular, inclusive en aquellas lineas celulares como la MDA-MB-
231, que no expresa receptores para estrogenos; serd necesario determinar mediante
inmunofluorescencia indirecta los niveles de marcadores moleculares de estas vias, para
determinar si el producto de la digestion provoca el mismo efecto al encontrado por los

diferentes autores.
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Figura 38. Esquema de las posibles vias de sefializacion de las isoflavonas de soya en la
disminucion de la proliferacion celular. Se observa que las isoflavonas de soya podrian tener un
efecto inhibitorio, por la interaccion en vias de sefializacion como NF-kB, PI3K, kt, via Notch, entre
otras (Modificado de Yiwei L, 46).

75



10. CONCLUSIONES
Se comprob6 la presencia e integridad en la actividad de isoflavonas de soya después
de haber sido sometidas a un proceso de digestion simulada.
Se comprobd su actividad al determinar la capacidad antioxidante que ejerce sobre el
radical libre DPPH.
. El producto de la digestion ejerce un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las

lineas tumorales.

Linea Celular Dosis Letal
MCEF-7 100 uM £ 0.038
MDA-MB-231 140 uM + 0.009
HCT-15 130 uM £ 0.226
Hela 160 uyM + 0.4

. Ladosis letal media encontrada en este estudio es similar a la reportada por diferentes
autores.

. Existe una relacion significativa entre las dosis empleadas en las lineas celulares de
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

. El empleo de un nutracéutico con isoflavonas de soya, ain después de pasar por un
proceso de digestion simulada, da lugar a un efecto similar al observado al emplear
estandares de isoflavonas de soya directamente sobre el crecimiento de las lineas

celulares.
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11. PERSPECTIVAS A FUTURO

La nutricion, ademés de enfocarse en el aspecto dietético, tiene una importante
intervencion en la investigacion, ya que el éxito de los tratamientos surge por el interés de
encontrar nuevas estrategias nutricionales como opciones coadyuvantes en el cancer, por lo
que, el presente trabajo, contribuye en la nutricion clinica a generar futuras investigaciones
tanto in vitro como in vivo entorno al efecto que pueden causar las isoflavonas de soya sobre
los principales tipos de cancer que estan afectando mas a la poblacion mexicana, lo que
permitird al personal del area de nutricion clinica a ampliar el panorama en el que un
nutridlogo puede desempenarse y tener un mejor conocimiento de los beneficios que puede
aportar, en este caso la soya, recomendarlo con mayor responsabilidad y entender mejor la
nutricion como complemento a un tratamiento en el cancer, para ofrecer a este tipo de
pacientes planes de alimentacion mas personalizados. Para lograrlo es necesario llevar a cabo

algunas estrategias, se pretende a futuro:

1. Identificar el posible mecanismo por el cual el producto de la digestion de las
isoflavonas de soya ejerce su efecto inhibitorio especialmente sobre la linea celular
MDA-MB-231 que corresponde a cancer de mama triple negativo.

2. Determinar el efecto del producto de la digestion de las isoflavonas de soya sobre
diferentes lineas celulares de otros tipos de cancer.

3. Sera necesario realizar diferentes experimentos, que incluyen citometria de flujo,
inmunofluorescencia indirecta y tecnologia de microarreglos, para identificar el
posible mecanismo de accidon que ejerce el producto de la digestion de las isoflavonas
de soya, sobre las diferentes lineas celulares.

4. Realizar experimentos en modelos experimentales in vivo, para determinar si se
observa el mismo efecto del nutracéutico sobre el crecimiento tumoral.

5. Como perspectiva a largo plazo, se propondria una recomendacion de ingesta de
isoflavonas para la poblacion mexicana, lo que permitird tener un mayor control en
la dosificacion de isoflavonas, dentro de sus planes de alimentacion, especialmente

de pacientes que cursan con cancer de mama, de colon y cervicouterino.
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12. ANEXOS

Agency for on Cancer

% World Health
Organization

Japan

Source: Globocan 2018

Numero de nuevos casos en 2018 en ambos sexos, todas las edades

Cancer de colon
148 151 (16.8%)

Otros canceres
363 972 (41.2%) Cancer de

pulmoén

Cancer de
estomago

Cancer de mama

66 101 (7.5%) Cancer de

Prastata

Total: 883 395

Total: 883 395

Anexo 1. Estadistica de cancer en Japon. Numero de nuevos casos en 2018 en
ambos sexos, todas las edades con un total de 883 395. (OMS, 2018)
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International Agency for Research on Cancer

{‘4 } World Health
L %,# Organization

China

Source: Globocan 2018

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages

Lung
774323 (18.1%)

Other cancers

1772328 (41.4%) -
olorectum

521 490 (12.2%)

Stomach
456 124 (10.6%)

Breast Liver
367 900 (8.6%) 392 868 (9.2%)

Total: 4 285 033

Anexo 2. Estadistica de cancer en China. Numero de nuevos casos en 2018 en
ambos sexos, todas las edades con un total de 4 285 033. (OMS, 2018)
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Anexo 3. Efecto de las isoflavonas de soya sobre linfocitos. Las isoflavonas presentan un
efecto dosis-dependiente benéfico sobre el crecimiento de linfocitos. *Datos estadisticamente
significativos con prueba ANOVA con prueba post-hoc Bonferroni p<0.05
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