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Resumen

El cncer se caracteriza por la multiplicacion rapida de células, debido a la alteracion de
mecanismos de division y muerte celular. Entre los diferentes tipos de cancer, el cancer
de mama (CM), es en la actualidad, un foco de interés en el area de investigacion debido
a su alta tasa de mortalidad. Esta alteracion puede iniciarse en distintos tejidos mamarios
como ductos y lobulillos. Desde el 2016 el CM ocupa el primer lugar en México como
causa de muerte en mujeres y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lo cataloga
como el cancer con mayor incidencia a nivel mundial en la poblacion femenina. El CM
puede desarrollarse por factores no modificables como los factores genéticos y los
factores modificables que estan relacionados con el estilo de vida y medio ambiente. Se
han establecido diversas areas de investigacion en la busqueda de nuevas terapias con
el uso de fitoquimicos, donde la familia de las Brassicaceae ha demostrado propiedades
anticancerigenas debido a la presencia de su compuestos bioactivos, como los
glucosinolatos y sus derivados como Sulforafano (SFN), Iberina (IBN) e Indol-3-carbinol
(13C).

En el presente trabajo, se estudié la actividad de dos extractos de cruciferas (extracto de
brotes de Brassica oleracea vas italiana (BrA) y extracto de hoja de Brassica oleracea
var Capitata (CHE) con dosis diferentes de SFN, IBN e I3C sobre la proliferacion y muerte
de lineas células de enfermedad fibroblastica (MCF-10A ) y de cancer de mama (MCF-
7, MDA-MB-231, MDA-MB-468). Ambos extractos evaluados disminuyeron la
proliferacion celular en las 4 lineas celulares estudiadas, mientras que el extracto de CHE
ademas indujo muerte celular a las concentraciones mas altas utilizadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los extractos de cruciferas actdan
como un modulador en la proliferacion y muerte en las células de cancer de mama,
debido a la presencia de sus compuestos bioactivos, por lo que se podrian considerar
como una posible terapia contra esta enfermedad. Sin embargo, su efecto citotoxico
sobre la linea celular no tumorigénica sugiere que los extractos podrian ser toxicos y
causar efectos no dirigidos a las células de cancer, por lo que se sugiere continuar con
estudios de toxicidad.
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Introduccion

1.- Cancer

El cancer se caracteriza por la multiplicacion rapida de células, debido a la alteracién de
los mecanismos de divisién y muerte celular, generando el desarrollo de tumores o
masas anormales en cualquier parte del organismo que puede propagarse a otros
organos, proceso conocido como metastasis (Osorio,et al 2020). Estas entidades
llamadas cancer resultan de la acumulacion de mutaciones, alteraciones cromosémicas
y epigenéticas que promueven un aumento en la tasa proliferativa y dafio celular (Vieira,
2008).

Las células cancerosas se diferencian de las células sanas debido a los cambios
moleculares, muchos de los cuales estan vinculados con la reprogramacion metabdlica
(Guido, 2008). El metabolismo del cancer es una de las areas de investigacion mas
antiguas en la biologia celular (DeBerardinis, 2016), y una adaptacion crucial en las
células cancerosas, es el aumento en la glucdlisis aerdbica conocido como el efecto
Warburg (Wu, 2020)

2.- Cancer de mama

Existe una diversidad de tipos de cancer que en la actualidad son focos de interés en el
area de investigacion, entre ellos encontramos al cancer de mama (CM) que se define
como una proliferacion celular maligna que puede iniciarse en distintos tejidos mamarios:
ductos (90%) y lobulillos (10%) (Dahdouh, 2017). Se presenta como la neoplasia con
mayor incidencia en la poblacion femenina y la principal causa de muerte. Entre el 5% y
6% de las pacientes con CM tienen enfermedad metastasica en el momento del
diagndstico (Alvarez-Lopez, 2020), y aunado a la persistencia de esta neoplasia presenta

el peor prondstico en la poblacion femenil (Vargas, 2021).
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2.1.- Epidemiologia

Para el afio 2020 se presentaron mas de 2,2 millones de casos y alrededor de 685 000
mujeres fallecieron como consecuencia de esta neoplasia (OMS, 2021). Desde el afio
2006 el CM ocupa el primer lugar en México como causa de muerte por cancer en
mujeres, con un aumento notorio en las Ultimas 5 décadas (Grajales EG, 2014). El
registro de casos por parte de la OMS (figura 1), nos indica un porcentaje de incidencia
en la poblacion femenina a nivel mundial con un porcentaje de 24.5% por arriba del
cancer colorrectal colocandose como el cancer con mayor incidencia en mujeres de
diferentes edades. En el caso de México el porcentaje de incidencia reportado en 2020
es 28.2%. Si la mortalidad anual mundial consiguiera reducirse en un 2.5 % entre 2020
y 2040, se evitarian 2.5 millones de muertes anuales por CM (OMS, 2021). Ademas, se
calcula que las tasas de mortalidad iran en aumento a nivel mundial, llegando a un
numero estimado de 1.04 millones de muertes a causa de esta neoplasia en las mujeres
a distintas edades (GLOBOCAN, 2020). (figura 1A, Anexos).

2.2.-Factores de riesgo

Los mecanismos precisos por los que inicia el cancer ain no estan claros (Khadijeh
Barzaman, 2020), la enfermedad puede desarrollarse por factores genéticos y
hormonales (no modificables) y el estilo de vida (modificables). Los primeros incluyen la
menarca temprana y los factores genéticos como: edad, raza y antecedentes familiares
(Osorio Bazar Niurka, 2020). Se calcula que del 5% al 10% de los carcinomas de mama
son hereditarios, en su mayoria atribuidos a mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2.
(Vieira, 2008).

Por parte del estilo de vida, que son los factores de riesgo modificables para el desarrollo
de CM se encuentran los relacionados con el medio ambiente o estilos de vida como:
una mala alimentacion, la exposicion a derivados del humo del cigarro como

benzoapireno y nitrosamina, y una deficiente actividad fisica (Osorio Bazar Niurka, 2020).
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Estimated number of new cases in 2020, worldwide, females, all ages

Breast
2261 419 (24.5%)

Other cancers
3489 618 (37.8%)

Colorectum
865 630 (9.4%)
Stomach
369 580 (4%) Lung
Corpus uteri 770 828 (8.4%)
417 367 (4.5%) -
Thyroid Cervix uteri
448 915 (4.9%) 604 127 (6.5%)
Total : 9 227 484
Estimated number of new cases in 2020, Mexico, females, all ages
Breast
29 929 (28.2%)
Other cancers
35 853 (33.8%)

Cervix uteri

9 439 (8.9%)
Stomach
4164 (3.9%)
Ovary | Thyroid
4963 (4.7%) e | 9 142 (8.6%)
Corpus uteri Colorectum
5 508 (5.2%) 6 965 (6.6%)

Total : 105 963

Figura 1.- Incidencia del cancer de mama. A Incidencia del cancer a nivel mundial en la
poblacién femenina de diversas edades y el cancer de mama representa el mayor porcentaje con
24.5%. B Incidencia del cancer en la poblacién femenil en México en diversas edades, situando
al cancer de mama en primer lugar con una incidencia del 28.2%. Datos obtenidos de

GLOBOCAN 2020.
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Existe una relacion entre la obesidad y el riesgo de desarrollar CM hormonal en mujeres
posmenopdausicas (Mayer Zaharia, 2013). Ademas, la creciente incidencia del cancer de
mama durante el siglo 20 se ha relacionado con una exposicion prolongada de las
mujeres a diversos factores de riesgo, como una exposicion prolongada a estrégenos
endogenos, como la terapia hormonal sustitutiva, al envejecimiento de la poblacion, el
sedentarismo, el consumo de alcohol, la obesidad y a una exposicion a la radiacion.
(J.A.Merino Bonilla, 2017). Estos factores modificables son el principal impulsor de las
diferencias observadas en la incidencia del cancer de mama (Dominika Kuran, 2020).

2.3.- Subtipos de cancer de mama

En la literatura podemos encontrar diferentes clasificaciones del cancer de mama segun
sea el autor y la técnica utilizada para llevar a cabo esta subdivision, en la practica clinica
la deteccion y clasificacion del CM se realiza por la técnica de inmunohistoquimica (IHQ)
gue se basa en la alta especificidad y afinidad de la reaccion antigeno-anticuerpo para
determinar la expresion de biomarcadores (Soler & Haab, 2018). Con lo anterior el CM
se podria clasificar en tres grupos: CM expresando receptores hormonales, receptores a
estrogenos (RE+) y/o receptores a progesterona (RP+), CM que expresa HER2+ (factor
de crecimiento epidermal tipo 2) y CM triple negativo (CTN, RE-, PR- y HER2-), esta
clasificacion por IHQ no refleja la heterogeneidad de los tumores basados en su
comportamiento biolégico (Irigoyen MA, 2011) pero se ha utilizado con éxito para

identificar subtipos de CM y dar un tratamiento dirigido.

Debido al facil acceso y bajo costo de la prueba IHQ se usa su clasificacion en la toma
de decisiones para la terapia clinica, observando que son mas frecuentes las pacientes
con CM RE+/RP+, las cuales se presentan significativamente con un menor tamafio
tumoral (Valle-Solis AE, 2019).

En la clasificacion molecular podemos encontrar diferencias al momento de realizar la

divisién de los subtipos de CM, algunos autores reflejan 4 subtipos, asi como otros
14



realizan la clasificacion de 5 subtipos. Para realizar la clasificacion los biomarcadores
que se utilizan en la actualidad, en la clinica se incluye la determinacion del receptor de
estrogeno alfa, progestina receptores de progesterona, sobreexpresion de HER2 y el

nivel de expresion del marcador de proliferacion celular Ki67 (Lamb CA, 2019).

La clasificacion molecular del cancer de mama en 5 subtipos es: luminal A, luminal B,
basal, enriquecido con HER2 y normal (Alvarez-Lopez, 2020), el examen del estado de
los marcadores del tejido tumoral para determinar el subtipo molecular es un aspecto
rutinario (Ross, 2021). Los subtipos luminales se caracterizan por la expresion de
receptores de estrégenos (RE+) y/o receptores de progesterona (RP+), la clasificaciéon
de los subtipos luminal Ay B se basa en diferencias en la expresion génica relacionadas
a una mayor proliferacion del subtipo luminal B y su correlacién con la IHQ no es
completa (Alvarez-Lopez, 2020) pero existen aproximaciones utilizando RE, RP, HER2
y/0 Ki67 que permiten la identificacion del subtipo luminal B (Lamb CA, 2019). Estos
carcinomas pueden tratarse con tamoxifeno o inhibidores de aromatasa (Irigoyen, 2011).
El subtipo luminal A presenta receptores hormonales positivos, una baja tasa de
proliferacion y un buen pronostico (Almagro, 2016), responden a la terapia con anti-
estrogenos (Vieira, 2008), y este subtipo de cancer representa mas del 50% de los

canceres de mama y tienden a afectar el hueso (Bonilla, 2017).

Los luminales B suelen tener también receptores positivos (RE+ y HER2+), una alta tasa
proliferativa (Almagro, 2016), su incidencia es del 15% y la metastasis tiene predileccion

por el hueso, cerebro, higado y pulmén (Bonilla, 2017).

Los basales son con frecuencia triple negativos (Almagro, 2016), cuyo fenotipo es RE-
/IRP- y HER-. Se caracterizan por la expresion de varios genes expresados en células
progenitoras o basales, este perfil estad vinculado a mutaciones genéticas en BRCA1
(Vieira, 2008),y representa el 12-27% de CM (Bonilla, 2017).Este subtipo de cancer
constituye un desafio debido a su dificil diagnéstico y tratamiento (Zaharia, 2013), debido
a que no existe una terapia dirigida de base molecular, siendo una de las prioridades en
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la investigacion actual (Indre J., 2019).

Los enriquecidos en HER2 presentan un fenotipo RE- y HER2+ (Vieira, 2008), tienen un
pronéstico peor que el de los luminales A (Almagro, 2016), presentan buenas respuestas
a los farmacos que bloquen la actividad de HER2, como el anticuerpo monoclonal
trastuzumab en un 50% (Vieira, 2008).

2.4.- Tratamientos y avances médicos

Los avances tecnoldgicos y la atencion en la salud han permitido detectar la enfermedad
en una etapa temprana y comenzar con un tratamiento (Ovando, 2020), por lo que el
porvenir de las pacientes diagnosticadas ha mejorado por el diagnéstico precoz y el
empleo de terapias adyuvantes (Almagro, 2016). A pesar de los avances médicos es
necesario conocer los métodos preventivos basicos como la autoexploracion mamaria,

la mamografia y ecografia, con el fin de identificar cambios en la mama (Kuran, 2020).

El tratamiento del cancer ha centrado la atencion en una parte considerable de las
investigaciones cientificas la mejora de los tratamientos sistémicos durante las ultimas
décadas (Bonilla, 2017). Como cada cancer se desarrolla y evoluciona de una manera
Unica, tienen una sensibilidad distinta a determinados agentes cancerigenos (Guerra,
2017). Debido a que el CM es clinicamente heterogéneo debido a la presencia de una
poblacién de células tumorales heterogéneas que se derivan del subconjunto de células
madre cancerosas (Geng, 2014), que gobiernan compartimientos que incluyen invasion,
metastasis y resistencia (Barzaman, 2020), los enfoques en la busqueda de nuevos
tratamientos con el fin de contrarrestar el CM son multidisciplinarios y es una de las areas

de investigacién con mayor importancia debido a esta heterogeneidad.

Al ser una de las neoplasias con mayor interés y que afecta a la poblacién femenina a
nivel global, diversas areas de investigacion se han enfocado en la busqueda de nuevas
terapias con el fin de combatir el cAncer de mama. Uno de los focos de investigacion que

se ha desarrollado en los ultimos afios es la aplicacion de productos naturales. Al
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respecto se han realizado diversos estudios donde se evalla la manipulacion de
micronutrientes en la dieta, los cuales pueden tener un efecto protector para el CM
(Grajales, 2014).

3.- Alimentos funcionales

En la dltima década se describio6 como alimentos funcionales a aquellos productos
alimentarios naturales que proporcionan un beneficio mas alla del valor nutricional, que
afectan a las funciones fisiol6gicas de un modo mesurable en término de prevencion de
enfermedades o promocion de la salud. Estos alimentos funcionales contienen uno o
mas componentes que pueden ser tanto macronutrientes como micronutrientes, que
afectan positivamente determinadas funciones del organismo por lo cual son las dianas
principales en la investigacion en la promocion de la salud (Ross, 2001). Dentro de esta
creciente masa de investigacion podemos encontrar diferentes enfoques, como el
estudio de la quimioprevencion, el cual es un método en el que utilizan agentes naturales
o artificiales con el fin de revertir o disminuir la formacién de una enfermedad crénico-
generativa (Kapusta-Duch, 2012) y las terapias adyuvantes, que son un tratamiento que
se administra junto con el tratamiento primario para disminuir el riesgo de que el cancer
vuelva (NIH, 2022).

Dentro de la quimioprevencion encontramos tres tipos, la quimioprevencion primaria, que
€es una estrategia en la que intervienen a personas sanas y se basa en el uso de
inhibidores del cancer en la etapa inicial. La quimioprevencion secundaria se describe
como una estrategia anti-progresion del tumor, y por ultimo la quimioprevencién terciaria

esta diseflada para prevenir la recaida de la enfermedad (Kuran, 2020).

La presencia de fitoquimicos en los productos naturales les confiere un valor distintivo
en la basqueda de nuevas terapias ya que estos pueden actuar a diferentes niveles,
previniendo el estrés oxidativo, activando enzimas de desintoxicacion, disminuyendo el
riesgo de desarrollar canceres, asi como reduciendo la proliferacion de células

cancerosas. (Kuran, 2020)
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3.1.- Fitoquimica de cruciferas

Entre los agentes naturales podemos encontrar una variedad de especimenes como las
hortalizas, dentro de este grupo la familia Brassicaceae tiene una amplia distribucion a
nivel mundial (Ramirez, 2020) y es una de las familias con una enorme importancia
econdémica. Dentro de los géneros que pertenecen a este grupo, el género Brassica es
el mas importante dentro de esta familia (Kapusta-Duch, 2012). El valor de las verduras
cruciferas en la prevencion del cancer se esta evaluando ampliamente, Fahey y col en
1997 fueron los primeros en introducir las propiedades anticancerigenas (Nandini, 2020)
de estos ejemplares.

3.2.- Cruciferas y cancer

Una de las caracteristicas de las verduras cruciferas, a las que se les atribuye una parte
de sus propiedades anticancerigenas, es la presencia de varios tipos de metabolitos
secundarios. Un claro ejemplo son los flavonoides, que tienen propiedades relacionadas
contra el cancer (Ramirez, 2020) y que han sido evaluados en otros estudios, debido a
su potente actividad antioxidante y otras propiedades fisicoquimicas (Kapusta-Duch,
2012), otros metabolitos secundarios presentes en estas verduras son los carotenoides
y la vitamina C (Nandini, 2020) que llegan a presentar propiedades anticancerigenas. Un
grupo de metabolitos secundarios que ha tomado relevancia en los ultimos afios, son los
Glucosinolatos (GLS) (Jadhav, 2007), compuestos que contienen azufre y se encuentran
en altas cantidades en las verduras cruciferas y pueden ser hidrolizados a compuestos
bioactivos (Cabia, 2017).

3.3.- Glucosinolatos

Para obtener estos compuestos bioactivos los GLS pasan por una hidrélisis. En el
ambiente, esto ocurre como un mecanismo defensivo de la planta frente a patdégenos o
insectos. EI GLS y la mirosina, una enzima que forma parte en la obtencién de los

compuestos bioactivos, se liberan de diferentes organulos subcelulares (Yang, 2016) y
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tras la liberacion de los GLS, estos se hidrolizan por la accion de la mirosina (Kapusta-
Duch, 2012), y se forman numerosos productos de degradacion, dependiendo de
diferentes factores como el pH, la temperatura (Ramirez, 2020), y la formacién no solo
depende de la mirosina sino también de la proteina epitoespecificadora , figura 2
(Nandini, 2020). Los productos de la hidrélisis pasan por un reordenamiento quimico
generando Isotiocianatos (ITC), indoles, tiocianatos, nitrilos y oxazolidinetionas (Insa,
2013). En el presente estudio nos enfocaremos a dos grupos: los isotiocianatos e indoles.

Los isotiocianatos se derivan de sus precursores Glucofarina y Glucoiberina obteniendo
Sulforafano (SFN) e Iberina (IBN) respectivamente (Wang W, 2005), los ITC son
inductores de enzimas de fase 2, tales como glutation-s- transferasas, que estan
involucradas en la detoxificacion de algunos carcinégenos (Dahdouh, 2017), inhibicion
de las enzimas activadoras de carcindgeno de fase I, induccion de la detencion del ciclo
celular y la apoptosis. (Jadhav, 2007), por lo que son importantes debido a sus efectos

guimiopreventivos.

Los ITC no solo se han probado en el cancer de mama, también se han puesto a prueba
en otros tipos de cancer, como el cancer de higado, en donde se reporté que los ITC
indujeron la muerte celular tanto apoptotica como necrética, asi como niveles de ROS

intracelular actuando como prooxidantes (Piman, 2019).

Varios estudios que se han llevado a cabo informan que los ITC inducen la detencion
celular en lafase G 0 G/M dependiendo de las diferentes vias de sefalizacion y un agente
anti proliferativo del cancer de mama (Jadhav, 2007); (Wang, 2005). Ademas, son
capaces de eliminar radicales libres o aumentar la barrera antioxidante celular endégena

por la activaciéon del factor nuclear 2 (Nrf2) (Kapusta-Duch, 2012).
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Figura 2.- Hidrélisis de los Glucosinolatos A. Estructura general de los Glucosinolatos los cuales
pasan por un proceso de hidrolisis B por la enzima mirosina. C Los productos finales de la hidrolisis

son isotiocianatos (Sulforafano e Iberina) e Indoles (Inole3-carbinol).
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Nrf2 es un factor de transcripcion que esta implicado en la respuesta al estrés ambiental
gue se mantiene en reposo en el citoplasma unido a Keapl (Yang, 2016), la activacion

de Nrf2 por los ITC se han demostrado por diversos estudios para detallar el mecanismo
o la via de sefalacién por la cual los ITC actian en esta activacion. Algunos estudios
actuales han informado que la induccién de Nrf2 por los ITC se debe a una activacion de
la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos (Mitogen Activated Protein
Kinases) MAPK/ERK después del tratamiento con ITC (Nandini, 2020), aumentando ERK
1/ 2 fosforilado y a su vez la fosforilacién de Nrf2 (Insa, 2013).Cuando Nrf2 es fosforilado
este se libera del complejo Keap 1 translocandose al nucleo, uniéndose a secuencias de
Elementos de Respuesta Antioxidante (ARE) e induciendo la trascripcion de sus genes
diana de la maquinaria de detoxificacion, como NADPH: quinona oxidorreductasa y

proteinas antioxidantes (Yang, 2016).

Asi, en las células cancerosas, se observa un mecanismo de aumento en su capacidad
antioxidante mediante la activacion de Nrf2. Cuando sucede una inactivacion de este
factor de trascripcion en las células cancerosas, esto permite la acumulacién de
cantidades excesivas de especias reactivas de oxigeno (ROS) a niveles que inician la

toxicidad y reduce la tumorigénesis (DeBerardinis, 2016).

El SFN es uno de los ITC mas estudiados en relacion con el cancer, se han descrito
diferentes mecanismos de accién en su actividad quimiopreventiva in vitro y en modelos
animales en el tratamiento de diferentes tipos de cancer (Nandini, 2020), por lo que su
mecanismo de accion es multidireccional contribuyendo a las estrategias de
guimioprevencién y manteniendo la homeostasis en el cuerpo (Dominika, 2020). Dentro
de los estudios de quimioprevencion, se ha evaluado a SFN como inhibidor de la
carcinogénesis experimental (Yang, 2016), y en la modulacion de algunas enzimas del

citocromo p450 implicadas en el metabolismo de xenobidticos (Yang, 2016).

Se ha demostrado que SFN induce apoptosis celular mediada por mitocondrias (Nandini,
2020) y en la regulacion de las vias de las caspasas (Cabia, 2017). Asimismo, induce la
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detencién del ciclo celular y actia como antioxidante reduciendo el estrés oxidativo
(Nandini, 2020). Estudios anteriores mencionan que otra de las caracteristicas que
presenta SFN ante el cancer es la re-expresion de genes supresores de tumores de las
células cancerosas (Nandini, 2020), del mismo modo se ha demostrado que la
senescencia en las células de cancer de mama puede estar mediada por cambios
epigenéticos a consecuencia del tratamiento con SFN (Lewinska, 2017).

IBN es otro de los ITC que encontramos en las cruciferas, presenta caracteristicas que
le confieren propiedades quimiopreventivas muy similares a SFN como un aumento en
la actividad de glutation-s-transferasas demostrando efectos protectores en la
carcinogénesis quimica (Jadhav, 2007). Dentro de los estudios realizados en donde
evaluaron IBN en diferentes patologias, IBN demostré una fuerte inhibicion del
crecimiento en células de neuroblastoma (Jadhav, 2007). También se ha descrito una
induccion de muerte celular por IBN provocado por la activacion de la cascada de

caspasas causando una muerte por apoptosis (Piman, 2019).

La descomposicion enzimatica de la Glucobrasicina por la mirosina produce indoles,
entre ellos encontramos al Indol-3-carbinol (I3C) (Thomson, 2016). Estos no han sido
estudiados con tanto detalle como los ITC, pero estudios previos mencionan que el 13C
se ha asociado con un sinergismo con medicamentos enfocados en el tratamiento de
CM, promoviendo una menor tasa de crecimiento tumoral (Cabia, 2017). Dentro de las
caracteristicas que le confieren la actividad quimiopreventiva contra el cancer de mama,
I3C presenta efectos en la induccion de apoptosis celular, produccion de radicales libres
y la liberacion del citocromo C (Kapusta-Duch, 2012). De igual forma I3C suprime la
proliferacion de varias lineas celulares dirigiéndose a vias de sefializacion que rigen la
homeostasis hormonal (Wengab, 2008). La evidencia con respecto a la induccion de la
apoptosis inducida por I3C nos indica la presencia de la inactivacion de Akt y su efector
corriente abajo el factor nuclear kB (NF-kB), este ultimo actua como un importante factor
de transcripcion que puede regular genes que tienen que ver son la supervivencia en las

células cancerosas (Wengab, 2008).
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Uno de los mecanismos que lleva a cabo el I3C y que llama la atencion con respecto a
la quimioprevencion del cancer, es su funcionamiento como un regulador de los
estrogenos al inhibir la sefializacién de RE alfa (REa), comportandose como un regulador
negativo en la sefalizacién en células tumorales (Weng, 2008). Una de las vias mas
estudiadas en el papel quimiopreventivo de I3C es la activacion del receptor de
hidrocarburos de arilo (AhR) que regula al alza la expresion de las enzimas de fase |
CYP1A1l (Miembro 1 de la subfamilia del citocromo P450) que son las responsables del
metabolismo de xenobidticos y las enzimas de fase Il las encargadas de la conjugacién
de los mismos, esto se ha reportado en modelos celulares de cancer de préstata y
mama. En esta regulacién esta implicada la inhibicion de la activacion de carcindbgenos

guimicos (Weng, 2008) demostrado ser un potente quimiopreventivo primario.

Nuevas evidencias mencionan que I13C sufre una condensacion catalizada por el acido y
dependiente del pH transformandose en un oligdmero como 3,3'-diindoliimetano (DIM)
(Thomson, 2016). En un estudio previo, 13C, asi como su derivado DIM indujeron
respuestas al estrés del reticulo endoplasmatico donde destacan el vinculo entre el
estrés del reticulo endoplasmatico y una regulacion positiva en la expresion de genes

supresores de tumores BRCAL1 y BRCA2 en células de cancer de mama (Weng, 2008).

Estudios especificos en la aplicacion de DIM arrojan que al igual que su precursor, este
puede estimular las vias de desintoxicacion celular, y presenta un comportamiento similar
a los ITC mediando la respuesta de Nrf2 que induce una respuesta antioxidante
significativa (Thomson, 2016). Se encontré una relacion en la sefializacion de AhR y Nrf2
aumentando la desintoxicacion y la reduccién de la sefializacién inflamatoria (Thomson,
2016) demostrando que I3C, asi como DIM muestran eficiencia en la modulacion de la

carcinogénesis en las etapas de iniciacion.

Debido a los mecanismos que se han reportado en las vias de modulacion de la
carcinogénesis tanto en modelos de cancer de mama como en otros tipos de cancer para
el consumo de las verduras cruciferas, ha surgido el desarrollo de alimentos funcionales
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como suplementos alimenticios comerciales, los cuales aln no estan aprobados por la
Administracion de alimentos y medicamentos (FDA) (Nandin, 2020). Para el desarrollo
de estos alimentos funcionales es necesario el desarrollo de pruebas cientificas sobre
los procesos de evaluacion funcional como toxicoldgicas (Ramirez, 2020), las pruebas y
ensayos en el consumo de estos suplementos son escasos por lo cual no existe
evidencia de los beneficios, asi como de los efectos secundarios que podrian causar en

una persona sana como en una mujer diagnosticada con CM.
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Justificacion

EL cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en la poblacion femenina,
considerandose un problema de salud publica por la alta tasa epidemioldgica y por ser
la primera causa de muerte. Los factores de riesgo que se han reportado en el desarrollo
de esta neoplasia, asi como el poco acceso a las terapias dirigidas, son una limitante en
el combate contra esta enfermedad por lo que se prevé que su incidencia y por
consiguiente su mortalidad irdn en incremento. La blsqueda de nuevas terapias que
permitan detener el crecimiento de las células cancerosas o prevenir su desarrollo es

importante para la lucha contra esta neoplasia.
En el presente trabajo de investigacion, se presenta un estudio sobre el uso de productos
bioactivos procedentes de Cruciferas con el fin de estudiar los procesos de proliferacion

y muerte celular en lineas celulares de cancer de mama y su posible futura aplicacion

como terapia para esta enfermedad.

Hipotesis

La proliferacion y muerte de las células de cancer de mama humano se veran afectadas

con la adicién de extractos de cruciferas.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el papel de los extractos de Cruciferas en lineas celulares de cancer de mama
MCF-7, MDA-MB 231, y MDA-MB 468 y una linea no tumorigénica MCF-10A

Objetivos particulares

1) Evaluar en un modelo in vitro la proliferacion de células de cancer de mama en
presencia de dos extractos de cruciferas: Extracto etandlico de hoja Brassica

oleracea var. Capitata y extracto acuoso de brotes de Brassica oleracea vas italiana.

2) Evaluar la muerte en un modelo in vitro de células de cancer de mama en presencia
de un tratamiento con extracto etanolico de hoja Brassica oleracea var. Capitata y

extracto acuoso de brotes de Brassica oleracea vas italiana.
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Material y metodologia

En el presente proyecto se identifico el papel de los extractos de cruciferas en la
proliferacion y muerte en un modelo in vitro de lineas celulares de cancer de mamay una

linea no tumorigénica.

1.- Extractos de cruciferas

Los extractos empleados fueron obtenidos en colaboracion con el Centro de Edafologia
y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC) Murcia, Espafia, y el laboratorio de
biotecnologia de Productos Naturales del Centro de Investigacion Biomédica de Oriente
(CIBIOR) IMSS. Los extractos se obtuvieron a partir de brotes de Brasica oleracea vas

italiana (BrA y la hoja de Brassica oleracea var. Capitata. (CHE)

1.1 Obtencidn de extractos

Para la obtencidn de los extractos se realizaron cultivos en un invernadero de la CEBAS-
CSIC Finca experimental La Matanza (Murcia, Espafia), posterior a la germinacion las
condiciones de crecimiento fueron controladas en una camara de crecimiento con una
temperatura y ciclos controlados. Las muestras se congelaron rapidamente en nitrégeno

liquido hasta su liofilizacion.

1.2 Determinacion de glucosinolatos

El polvo liofilizado se extrajo de 1.5 ml de solucion al 70% MeOH por 30 minutos a una
temperatura de 70°C. Cada muestra se analizé en un sistema de HPLC, para la posterior
determinacién de glucosinolatos con el método LC-MS previamente descrito (Martinez-
Sanchez 2006) y cuantificando, usando sinigrina que es un glucosinolato como estandar.
La obtencion de los extractos, asi como la determinacion de glucosinolatos se realizaron
en el Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Alimentos del Centro de Edafologia y

Biologia Aplicada del Segura, en Murcia, Espafia (Dominguez-Perles, 2010).
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A. BrA
El liofilizado de brotes de B.oleracea lItaliana fue suspendido en agua en una
concentracion de 0.1g/mL, con el fin de obtener una mezcla homogénea como nuestra
solucion madre (SM).Al obtener una mezcla homogénea se realizaron 3 ciclos de
centrifugacion a 2500 rpm por 5 minutos eliminando asi los residuos posibles. Como
ultimo paso se realizé un filtrado de jeringa de 0.22um obteniendo una solucién estéril.

B. CHE

El liofilizado de hojas pertenecientes a B. oleracea var. Capitata fue suspendido en etanol
a una concentracion de 0.1gr/ml (SM). Debido a los pigmentos presentes y la
consistencia del extracto se optd por realizar una sonicacion en bafio maria por 10
minutos a 26°C y 60 KHz, posterior se realiz6 3 ciclos de centrifugacion a 2500 rpm por
5 minutos eliminando el sedimento. Con el fin de obtener una disminucién de los
pigmentos presentes se realizo un filtrado al vacio con una membrana de nitrocelulosa.
Como ultimo paso se realizo el filtrado para la esterilidad de nuestro extracto con filtro de

jeringa de 0.22 um.

SM de los extractos fue preparada el dia de su uso, asi como la solucién de trabajo (ST)
gue se obtiene de la suspension de SM en medio de cultivo suplementado con Suero
bovino fetal (SBF) al 10%.

2.- Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas de cancer de mama humano MCF-7 que presenta un
receptor a ER+, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 triple negativo, y MCF-10A no
tumorigénica como nuestro control, fueron cultivadas con medios suplementados (Tabla
1, Anexos) y se mantuvieron en una incubadora en condiciones de 37°C y CO..

Las lineas celulares fueron un regalo del laboratorio del Dr. Andrew Thorburn de la
Universidad de Colorado, Denver. Se adquirieron del cell culture core de la universidad

y se encontraban tipificadas contra lineas celulares del ATCC. Se descongelaron y no se
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utilizaron por mas de 6 meses.

3.- Proliferacion celular

Para la prueba de proliferacion celular, las lineas celulares antes mencionadas se
sembraron en placas de 96 pozos con 100uL de medio de cultivo suplementado
correspondiente, posterior a las 24 horas se retiré el medio de cultivo para agregar 150
pL de medio con las diferentes concentraciones de BrA'y CHE por un lapso de 72 horas.

10pg/mL 25pg/mL 50pg/mL 150pg/mL 1mg/mL 2.5mg/mL 5mg/mL 15mg/mL
B. oleracea italiana

(BrA)

Sulforafano (uM) 53.6 13.4 268 804 5360 13400 26800 80400
Iberina (nM) 1.59 3.98 7.92 23.76 159.2 398 796 2388
Indol-3-carbinol (uM) 0.88 2.2 4.41 13.24 88.3 220.75 441.5 1324
B.oleracea

capitata(CHE)

Sulforafano (nM) 159 397.5 795 2385

Iberina (UM) 12.45 31.125 62.25 186.75

Indol-3-carbinol (nM) 219 547.5 1095 3285

Tabla 1- Concentraciones de ITC e Indol presentes en los extractos BrAy CHE

Las concentraciones utilizadas se obtuvieron a partir de la ST, teniendo en nuestras
soluciones las siguientes concentraciones de los compuestos de SFN, IBN e I3C (Error!
Reference source not found.). Se realizaron lecturas cada 4 horas por una duracion de
72 horas con la ayuda de un equipo de microcopia en tiempo real Incucyte® ZOOM, que
permite hacer una aproximacion de la proliferacion de las células presentes con una
mascara de confluencia que permite abarcar el area de la célula a partir de fotografias
con un objetivo de 20x, obteniendo un porcentaje de la confluencia total. (Figura 2A,

Anexos).
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4.- Muerte celular

Se trataron las lineas celulares de cancer de mama con las concentraciones de BrA 'y
CHE durante 72 horas. Posterior de las 72 horas, las células se tifieron con 10 pL de
Yoduro de propidio (YP) al 1x dejandolas reposar 10 minutos antes de realizar una lectura
en el sofware del equipo Incucyte, que nos permite realizar una lectura de fluorescencia
en rojo.

Se evaluo la confluencia en el canal de fluorescencia rojo para calcular el porcentaje de
confluencia de células que presentan muerte celular. Las graficas muestran la

confluencia de muerte celular (rojo) como fraccién del total de la confluencia celular.

5.-Analisis estadistico

Para los analisis de proliferacion celular, los promedios + el error estandar (SE) se
calcularon en una n=3, la significancia estadistica se evalué usando GraphPad Prism 9
usando ANOVA de 2 vias y la prueba de Dunnett para una prueba de comparaciones

multiples.

Para los experimentos de muerte celular, los valores medios * la desviacion estandar
(SD) se calcularon en una n=2 independientes, la significancia estadistica se evaluo
usando GraphPad Prism 9 usando ANOVA de 1 via y la prueba de Dunnett. Para todos

los analisis se aceptd un p<0.05 como un nivel de probabilidad significativo.

30



Resultados

Efecto de las cruciferas en la proliferacion de lineas celulares de cancer de mama.

Debido a que el cancer de mama es una enfermedad heterogénea se evaluaron los
extractos en tres lineas celulares de cancer de mama y una linea no tumorigénica como
control. Se evaluaron dos lineas de CTN (MDA-MB-231 y MDA-MB-468), una linea
positiva al RE+ (MCF-7) y una linea no tumorigénica como nuestro control (MCF-10A)
con el fin de observar el papel bioldgico que puedan tener los extractos en diferentes

subtipos de cancer en relacion con la proliferacion celular.

De acuerdo con la informacién proporcionada por el Laboratorio de Edafologia del
CEBAS-CSIC se detectaron tres compuestos bioactivos en los extractos de cruciferas,
SFN, IBN e I13C que son nuestro punto de interés.

Estos compuestos fueron probados en nuestras lineas celulares observandose lo
siguiente, a las 48 horas después de la aplicacion del tratamiento con BrA no se
observaron cambios morfologicos de las células a las diferentes concentraciones (Figura
3) con excepcion de las lineas MCF-10A (Figura 4) y MCF-7 (Figura 5), donde se observé
una aparente elongacién de las células, lo que podria sugerir un cambio epitelio —
mesenquimal, a partir de las 48 horas en las concentraciones de 10ug/mL y 25ug/mL.
Este alargamiento de ambas lineas celulares fue mas evidente en la concentracion de
25ug/mL, especificamente en la linea MCF-10A en la cual las células toman una forma
mas fina respecto a su morfologia normal. Para corroborar esto, es necesario realizar un
Western-blot contra proteinas relacionadas al epitelio y la mesénquima a futuro y

confirmar o descartar este posible efecto en ambas lineas celulares.
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MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231

CONTROL ¢

150 pg/mL -

Figura 3.-imagenes de Proliferacion a las 48 horas en las lineas celulares de CM y la linea

no tumorigénica con tratamiento de BrA en concentraciones bajas
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Calculando el porcentaje de confluencia de las células durante las 72 horas los
resultados de la actividad de las concentraciones de BrA en las células mamarias
humanas control MCF-10A, no mostraron diferencia significativa a concentraciones bajas
(10 pg/mL, 25pg/mL, 50ug/mL y 150ug/mL) (Grafica 1) asi como en las lineas MCF-7
(Grafica 2) y MDA-MB-231 (Grafica 3). En contraste, sobre la linea celular MDA-MB-468
si mostro diferencia significativa en la proliferacién a las 72 horas a la concentracion de
150pg/mL (p= 0.0060**) (Grafica 4)., por lo que las células mamarias MDA-MB-468
fueron sensibles a esta concentracion, en las fotografias que se obtuvieron se puede

visualizar la disminucion en la proliferacién (figura 6).
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Grafica 1.-Grafica de Proliferacion celular con tratamiento de BrA, la linea control MCF-102 no

mostro ninguna diferencia significativa en ninguna de las concentraciones.
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MCF-7
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-e- control -~ 10 pg/mLlI -~ 25 ug/mL 50 pg/mLI -e- 150 pg/mL
Grafica 2.- Grafica de Proliferacién celular con tratamiento de BrA, la linea celular MCF-7 (RE+) no
mostro ninguna diferencia significativa en las concentraciones empleadas.

MDA-MB-231
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Grdfica 3.- Grafica de proliferacion celular con tratamiento e BrA, la linea celular MDA-MB-231 (CTN)
no mostro ninguna diferencia significativa en las concentraciones empleadas.

36



MDA-MB-468
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Grafica 4.- Grafica de proliferacion celular con tratamiento de BrA en la linea células MDA-MB-468 (CTN)
la cual mostro diferencia significativa respecto a su control a las 72 horas en la concentracion de
150ug/mL (p=0.0060*%)

CONTROL

2

150 pg/mL

celular MDA-MB-468 a las 72 horas en las
concentraciones bajas en las cuales si mostraron diferencia significativa respecto al control.
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En las concentraciones altas (1mg/mL, 2.5mg/mL, 5mg/mL y 15mg/mL) se observaron
diferencias en la proliferacion celular en todas las lineas celulares estudiadas. En la linea
MCF-10A (control) se observo una disminucién en la proliferacion a partir de las 24 horas
en la concentracion de 15mg/mL (p= 0.0084***), y a las 48 horas en la concentracion de
2.5mg/mL (p=0.0032**) respecto a su control. La concentracion de 1mg/mL no mostro
diferencias en la proliferacion celular, por lo que las células son mas susceptibles a las
concentraciones altas inhibiendo la proliferacion celular y causando muerte celular.
(Grafica 5)

En la linea celular MCF-7 se observé una disminucion en la proliferacion a las 24 horas
en las concentraciones de 5mg/mL (p= 0.0051 **) y 15mg/mL (p= 0.0006***), en la
concentracion de 2.5mg/mL se presentaron diferencias (p= 0.0192*) a las 36 horas, y por
ultimo la concentracion de 1mg/mL presento una diferencia significativa (p= <0.0001****)

a las 72 horas de su aplicacion (Grafica 6).

En las lineas celulares CTN, BrA indujo una inhibicién de la proliferacion celular. En la
linea MDA-MB-231, en la concentracion de 15mg/mL se observaron diferencias
significativas con respecto al control (p= 0.0274*) a las 12 horas del tratamiento, a las 24
horas a la concentracion de 5mg/mL (p= 0.0008***), a las 36 horas con la concentracién
de 2.5mg/mL (p= 0.0041), y con la concentracibn de 1mg/mL soOlo se observaron
diferencias a las 72 horas (p= 0.0063**) (Grafica 7). En la linea MDA-MB-468, la
inhibicién en la proliferacion celular se pudo observar a partir de las 12 horas en la
concentracion de 15mg/mL (p= 0.038%), a las 24 horas las concentraciones de 2.5mg/mL
(p= 0.0100*) y 5mg/mL (p= <0.0001****) inhibieron la proliferacion celular, y la
concentracion de 1mg/mL (p= 0.0031*) a las 36 horas. Al llegar a las 72 horas, la
proliferacion celular presentaba diferencias respecto a su control en todas las

concentraciones estudiadas (Grafica 8).
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Grafica 5.- Grafica de proliferacion celular de la linea MCF-10A con tratamiento de BrA en las concentraciones
altas en donde podemos ver las diferencias significativas en las concentraciones, 15mg/mL (p= 0.0084***) a partir
de las 24 horas.

MCF-7

5_
R4
L T
2 34
g % %k %k %k
= 27
c
O
O 1- +

0 1 1 1 I 1 1 1

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (Hrs)
-- CONTROL - 1 mg/mL - 2.5 mg/mL 5 mg/mL -~ 15 mg/mL

Grdfica 6.- Grafica proliferacion celular de la linea MCF-7 con tratamiento de BrA en concentraciones
altas, en las cuales se observaron diferencias significativas a partir de las 24 horas en la concentracion
de 15mg/mL (p= 0.0006***).
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Grafica 7.- Grafica de proliferacion celular de la linea MDA-MB-231en con el tratamiento de BrA en las
concentraciones altas, en esta linea celular se observaron cambios a partir de las 12 horas en la concentracion de
15mg/mL (p=0.0274).
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Grdfica 8.-Grafica de proliferacion linea celular MDA-MB-468 con el tratamiento de BrA en altas
concentraciones, se observé diferencia significativa a las 12 en la concentracién de 15mg/mL (p=0.038*)
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Como se muestra en las fotografias de la figura 7, el tratamiento con concentraciones
altas de BrA causo una disminucioén en la proliferacion celular de las 4 lineas celulares,
asi como la muerte celular de ellas. La linea celular MDA-MB-468 fue la mas sensible
al tratamiento con BrA a diferentes concentraciones. Las concentraciones de 5mg/mL y

15mg/mL son las que presentan un efecto inhibitorio temprano en las células.

MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231 MDA-MB-468

CONTROL

1 mg/mL

2.5mg/mL

5mg/mL

15 mg/mL

Figura 7.- imdgenes de la proliferacion de las lines celulares con tratamiento de BrA en
concentraciones altas a las 48 horas.
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Al igual que con el tratamiento con BrA, el papel del tratamiento de CHE; en la linea
celular MCF-10A no fue el esperado, CHE caus6 una inhibicion en la proliferacion celular
a las 24 horas en la concentracion de 150ug/mL (p= 0.0237*), a las 36 horas 25ug/mL
(p= 0.034*) y 5ug/mL (p= 0.0012**), la concentracion mas baja 10ug/mL (p= 0.0061**)
mostro diferencias hasta las 48 horas de su aplicacion (Grafica 9). En la linea celular
MCF-7, se observad la inhibicion de la proliferacion celular a partir de las 36 horas de su
aplicacion en la concentracion de 150ug/mL (p= 0.0004***), a las 48 horas, la
proliferacion disminuyo a las concentraciones de 25ug/mL (p= 0.0004*) y 50ug/mL (p=
0.0043**) y a las 60 horas en la concentracion de 10ug/mL (p= 0.0042**) (Grafica 10).

Enlaslineas celulares CTN, el comportamiento de la proliferacion fue similar a las demas
lineas celulares. En la linea MDA-MB-231 a las 24 horas la concentracion de 10ug/mL
(p= 0.0090**) indujo una disminucion en la proliferacion celular, a las 36 horas las
concentraciones de 25ug/mL (p= 0.0212*) y 50ug/ml (0.0005 ***) y a las 48 horas en
10pg/mL (p= 0.0175%). (Grafica 11)

En la linea MDA-MB-468 la inhibicion de la proliferacion celular se present6 desde las 12
horas a la concentracion de 150ug/mL (p= 0.0007**) y a las 24 horas en las
contracciones de 10ug/mL (p= 0.0020**), 25ug/ml y 50ug/mL (p= <0.0001****) (Grafica
12).

Al observar las imagenes obtenidas a las 48 horas de las lineas celulares corroboramos
la inhibicibn de la proliferacion celular con el extracto de CHE a diferentes
concentraciones y tiempo, nuevamente la linea celular MDA-MB-468 fue mas

susceptibles a estos tratamientos (Figura*).

42



MCF-10A

6-
—
X
S 4-
(&)
2 sk
[«b]
=
"E 24 e e 3k ok
o
(&)

Tiempo (Hrs)
-o- CONTROL =-e= 10 pg/mL =-e= 25 pg/mL 50 pg/mL -o- 150 pg/mL
Grafica 9.- Grafica de proliferacion de la linea MCF-10A con tratamiento de CHE en el cual las 4 concentraciones

mostraron diferencia significativa, la concentracién de 15mg/mL (p=0.0237*) a alas primeras 12 horas demostro
diferencias.
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Grafica 10.- Grafica de proliferacion de la line MCF-7 con tratamiento de CHE, todas las concentraciones mostraron
diferencias un cuanto al control. El primero en mostrar diferencia fue la concentracién de 15mg/mL (p=0.00004*)
a las 36 horas.
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Grafica 11.- Grafica de proliferacion de la line MDA-MB-231 con tratamiento de CHE, todas las concentraciones

mostraron diferencias un cuanto al control. El primero en mostrar diferencia fue la concentracién de 15mg/mL
(p=0.0090%*) a las 24 horas.
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Grafica 12.- Grdfica de proliferacion de la line MDA-MB-468 con tratamiento de CHE, todas las concentraciones
mostraron diferencias un cuanto al control. El primero en mostrar diferencia fue la concentracién de 15mg/mL
(p=0.0007***) a las 12 horas
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MCF-10A

CONTROL

10 pug/mL

25 ug/mL-
50 ug/mL

150 pug/mL

Figura 8.- imdgenes de la proliferacion de las lines celulares con tratamiento de CHE en concentraciones altas
a las 48 horas.
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Muerte celular inducida por extractos de cruciferas

Los extractos aplicados demostraron un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de las
células de cancer, por lo que se realizé una prueba de muerte celular con YP al 1x para
corroborar si las células morian como respuesta al tratamiento a las 72 horas de la

aplicacion.

La tincién con YP a las 72 horas en las lineas celulares con las concentraciones de
10pg/mL, 25ug/mL, 50pg/mL y 150pug/mL de BrA, no mostraron diferencia significativa
respecto al control. En la linea MDA-MB-468 se esperaba que mostrara alguna diferencia
significativa en la concentracion de 0.15ug/mL, debido a que en la prueba de proliferacion
celular demostro diferencia significativa a las 72 horas. (Figura 9). En el caso de las
concentraciones de BrA restantes (0.1ug/mL, 0.25ug/mL, 0.5ug/mL y 1.5 ug/mL) no
demostraron diferencias significativas respecto al control (Figura 10), sin embargo, esta
diferencia no fue evidente, probablemente por el bajo nimero de repeticiones y la alta

desviacion estandar. Queda por hacer mas repeticiones de estos experimentos

Con el extracto CHE, las lineas celulares MCF-10A, MCF-7, y MDA-MB-231 no
mostraron diferencia significativa con su control, mientras que la linea MDA-MB-468 si
mostro diferencia significativa respecto a su control en la concentracion de 0.15ug/mL
(0.0073**). (Figura 11)

Los resultados no fueron los esperados, debido a que la proliferacién celular disminuyé
y en las imagenes obtenidas se logré observar morfologia sugerente de muerte celular
en las células, este resultado puede deberse al tiempo en que fue realizado la prueba.
Se propone realizar esta prueba a un tiempo de 24 y 48 horas de la aplicacion del
tratamiento para lograr identificar a las células muertas antes de que se despeguen del

plato.
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Discusion

La necesidad de encontrar nuevos enfoques en el combate contra el cancer de mama
nos ha llevado a evaluar el papel de los extractos de cruciferas en las diferentes lineas
celulares de cancer de mama, y tras el analisis de los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se ha demostrado el papel anti proliferativo de dichos extractos a diferentes
concentraciones en un lapso determinado, de manera que parece existir un efecto dosis
dependiente. Del mismo modo, se ha demostrado que los extractos pueden causar
muerte celular en algunas de las concentraciones utilizadas y, a pesar de que esto no
pudo cuantificarse por el ensayo de muerte, probablemente por el bajo nUmero de
repeticiones y la alta desviacién estandar, queda por hacer mas repeticiones de estos
experimentos, la morfologia de las células si sugiere induccion de muerte celular por los
extractos. En este estudio se observé que la linea celular triple negativo MDA-MB-468
presenta una mayor sensibilidad a ambos extractos en comparacion con las demas

lineas empleadas.

El extracto de BrA indujo una disminucion en la proliferacion celular en las 4 lineas
celulares a diferentes concentraciones y tiempo, a las 24 horas se observaron cambios
significativos en las lineas celulares MCF-10A (15 ug/mL), MCF-7 (5 ug/mL, 15 ug/mL) y
en las células triple negativo MDA-MB-231 (5 ug/mL) y MDA-MB-468 (2.5 ug/mL y 5
ug/mL). A las 48 horas se observaron cambios en otras concentraciones, en MCF-10A
(2.5 ug/mL), MCF-7 (2.5 ug/mL), MDA-MB-231(2.5 ug/mL), MDA-MB-468 (1.0 ug/mL).
Por ultimo, a las 72 horas en la linea MCF-7 (1 ug/mL), MDA-MB-231( 1 ug/mL) y MDA-
MB-468 (0.15ug/mL). Cada linea celular se comporté de diferente manera en las
concentraciones usadas y en tiempos de respuesta diferente, logrando observar que las
células CTN MDA-MB-468 fueron mas susceptibles presentando una inhibicién en la
proliferacion celular antes de las 24 horas de tratamiento. No se esperaba que la linea
control presentara cambios significativos. Diversos estudios se han enfocado en los
mecanismos de accion de los compuestos bioactivos presentes en los extractos de

cruciferas, para el caso de BrA se ha detallado en estudios previos el efecto anti
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proliferativo que ejerce en células cancerigenas intestinales y hepéticas, principalmente
por la presencia de SFN (1.6 — 3.2 umol/L) (Baenas, 2017), también se ha demostrado
que los brotes de brocoli pueden modificar las vias epigenéticas en células de cancer de
mama (Nandini, 2020).

Del mismo modo se han hecho comparaciones entre los compuestos aislados en los que
nos enfocamos y el extracto de brotes de brdcoli, ya que podemos encontrar otros
compuestos bioactivos presentes que pueden actuar de forma sinérgica en el extracto,
se cree que pueden estar presentes diversos mecanismos de accion por el cual se lleva
a cabo laiinhibicién en la proliferacion celular (Baenas, 2017). Las razones de como estos
sinergismos pueden estar actuando o interfieren en las vias de sefializacion de las
células no han sido muy explorados, por lo que se requiere de mas prueba de

biodisponibilidad y bioactividad de los compuestos activos.

También hemos informado sobre la actividad anti proliferativa que presenta el extracto
CHE del cual tenemos 4 concentraciones que fueron aplicados a nuestras lineas
celulares, estos tratamientos demostraron diferencias significativas a partir de las 12
horas del tratamiento en la linea MDA-MB-468 (0.15 ug/mL), a las 24 horas en las lineas
MCF-10A (0.15 ug/mL), y MDA-MB-231 (0.15 ug/mL). Después de las 36 horas las
concentraciones de 0.25 ug/mL, 0.5 ug/mL y 0.10ug/mL mostraron diferencias
significativas en todas las lineas celulares. Estos resultados tienen similitudes con
estudios previos en melanoma, en los cuales trataron de demostrar el potencial de los
ITC e Indoles como un anticancerigeno (Mitsiogianni, 2020). Al poner en comparativa
nuestros resultados podemos ver estas similitudes con resultados ya publicados,
encontrando la inhibicion del crecimiento celular en melanoma, siendo dependiente de la

concentracion y el tiempo del tratamiento con estos fitoquimicos (Mitsiogianni, 2020).

Ambos extractos causaron inhibicion en la proliferacion celular, los cuales tienen
presencia de los compuestos bioactivos que son nuestro punto de interés (SFN, IBN,
I3C). Estudios ya publicados han puesto a prueba a estos compuestos por separado y
se han sefialado los mecanismos por los cuales pueden actuar en las células
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cancerigenas. Por ejemplo, se identifico6 al SFN como un modulador epigenético en
lineas celulares de cancer de mama interviniendo en la tasa de crecimiento tumoral
(Ramirez, 2020). IBN también ha demostrado una fuerte inhibicion del crecimiento
dependiente del tiempo a una concentracion de 25 uM en células de cancer de colon
(Jadhav, 2007), en el caso de I3C se ha registrado su disminucion en la viabilidad celular
luego de un tratamiento por 24 horas en una dosis de 1mM en lineas celulares de cancer
colorrectal (Megna, 2016). Al encontrar en nuestros extractos diferencias en la molaridad
de SFN, IBN e I13C y estos han sido reportados en la inhibicion de la proliferacién celular,
no podemos determinar cual es el responsable del efecto observado. Pero cabe
mencionar que el extracto de CHE en las concentraciones mas bajas utilizadas presenta
una mayor inhibicién que BrA, y presenta mayor concentracion de 13C, sugiriendo a este
compuesto como responsable de la mayor toxicidad observada. Estas observaciones

guedan por demostrarse utilizando los compuestos aislados.

Hasta donde sabemos este es uno de los pocos o casi nulos estudios en donde se
demuestra el papel de los extractos de cruciferas en lineas celulares no tumorigénica
(MFC-10A) en comparacion con 3 lineas de cancer de mama. Debido a los resultados
gue obtuvimos debemos mencionar la importancia de los resultados en la linea no
tumorigénica, ya que los resultados no fueron los esperados, especialmente en el caso
del extracto de CHE, la inhibicion en la proliferacion celular fue evidente desde
concentraciones bajas, por lo que se necesita llevar a cabo estudios a futuro y evaluar si

los extractos son citotdxicos en células normales del organismo.

Finalmente al observar las imagenes de las células durante el tratamiento con nuestros
extractos observamos que pareciera que estos causaban muerte celular en las lineas
celulares en algunas de las concentraciones empleadas, especificamente después de
las 36 horas del tratamiento, al realizar una prueba con YP a las 72 horas del tratamiento,
sin embargo no se observaron diferencias significativas, a excepcién de las células
MDA-MB-468 (0.15 ug/mL) con el extracto CHE, al no obtener los resultados esperados
se sugiere gque es debido al tiempo de la prueba, al realizarlo a las 72 horas las células
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muertas se desprenden y no son tefiidas con YP y no pueden ser cuantificadas. Sabemos
que la muerte celular por SFN, IBN e I13C ha sido reportada en estudios anteriores. La
actividad proapoptotica de SFN fue evidente en células MDA-MB-231 y MCF-7 (5-20uM),
lo que siguiere una accion especifica en células de cancer de mama (Lewinska, 2017),
IBN (10uM) también induce eficazmente una poblacion apoptética después de 24 horas
en células del colon (Jadhav, 2007). El I3C es un agonista de AhR en mudltiples lineas
celulares indujo una induccioén de la actividad apoptotica dependiente de la dosis (Megna,
2016), por lo que nuestros resultados no son consistentes con lo reportado con
anterioridad y se sugiere realizar esta prueba a un tiempo de 24 a 48 horas de

tratamiento.

Es importante tener en cuenta el método de extraccion por el cual se obtuvieron los
compuestos, y el solvente utilizado, la mayoria de los GLS no siempre daran lugar a su
perfil de ITC o Indol debido a las condiciones empleadas y la hidrdlisis que puede llegar
a afectar los resultados (Ramirez, 2020). Entre los factores que pueden interferir en los
resultados es el pH, en un escenario de un pH acido se favorecera la produccion de un
nitrilo que es menos bioactivo (Yang, 2016). Teniendo en cuenta esto y otros factores
gue pueden interferir en los resultados obtenidos, es importante estandarizar la
metodologia por la cual se puede llevar a cabo la obtencion y aplicacion de estos

extractos.

53



Conclusioén

Las lineas celulares de cancer de mama presentaron una inhibicion en la proliferacion
celular dosis dependiente, siendo las células MDA-MB-468 (triple negativo) que
presentaron mayor sensibilidad a los extractos BrA y CHE. Estos resultados siguieren
que la familia de las cruciferas presenta compuestos bioactivos que pueden actuar como

un posible tratamiento al cancer de mama.

El extracto de CHE presenta mayor respuesta en la inhibicion de la proliferacion celular
en las lineas celulares de cancer de mama a partir de concentraciones mas bajas en
comparacion con el extracto de BrA, el cual presenta inhibicibon a partir de

concentraciones mas altas.

Las lineas celulares de cancer de mama presentaron diferencias significativas en la
disminucién de la viabilidad inducida por los tratamientos con los extractos de modo que
sera interesante comparar los datos obtenidos con los compuestos aislados de interés
con el fin de identificar al compuesto(s) responsable(s) de la inhibicion en la proliferacion
celular, y al mismo tiempo inferir si existe un sinergismo en estos compuestos 0 Si otros

compuestos bioactivos son los responsables de dicho resultado

Las lineas celulares de cancer de mama a excepcion de la linea MDA-MB-468, no
presentaron diferencias significativas en la prueba de muerte celular. Debido a la
metodologia utilizada sera necesario e interesante realizar un ensayo mas de esta
prueba a un tiempo de tratamiento diferente, y determinar si existe un potencial inductor

de muerte de los extractos en las células de cancer de mama.
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Anexos

Estimated number of deaths from 2020 to 2040, Females, age [0-85+]
Africa + Latin America and Caribbean + Northern America + Europe + Oceania + Asia

Estimated number of deaths (in millions)
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Figura 1A.- Mortalidad del Cancer de mama. Proyeccion de la mortalidad del cancer de mama a nivel mundial
estimando 1.04 millones de muertes a causa de esta neoplasia para el afio 2040 en la poblacién femenina. Da-
tos obtenidos de GLOBOCAN 2020

Figura 2A.- Mascara de confluencia.- Abarca el drea de las células permitiendo la cuantificacion en un equipo de

microscopia en tiempo real Incucyte ZOOM.
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LINEAS CELULARES

MEDIOS DE CULTIVO

MFC10-A DMEM/F12 1LT, Suero de Caballo 5%,
Hidrocortisona 0.5ug/mL, Insulina
10ug/mL, EGF 20ng/mL, Toxina colérica
100ng/mL

MCEF-7 MEM 1LT, Insulina 1Qug/mL, Suero
bovino fetal SBF 10%
MDA-MB-231 DMEM/F12 1LT, SBF 10%
MDA-MB-468

Tabla 1.- Medios de Cultivo.
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