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RESUMEN
RESUMEN

El cancer es un conjunto de enfermedades cuya caracteristica principal es la proliferacion
celular descontrolada, y tiene la capacidad de invadir tejidos del organismo. Su
clasificacién depende de la localizacién anatémica o del érgano afectado. El cancer de
mama (BC) es la neoplasia de mayor incidencia en mujeres a nivel mundial, y en México
ocupa el segundo lugar. El tratamiento depende del tipo de neoplasia, siendo
mayormente eficaz en el diagndstico oportuno. En particular, para el BC, sus alternativas
terapéuticas estan en funcién del subtipo, y comprenden desde cirugia en combinacién
con radioterapia para etapas tempranas, hasta quimioterapia, terapia hormonal, dirigida e
inmunoterapia para etapas avanzadas. Sin embargo, debido a la heterogeneidad del BC
derivada de su tumor primario, los tratamientos disponibles siguen teniendo como factor
limitante la resistencia a los medicamentos y los efectos secundarios. Por tanto, la
busqueda de nuevos agentes terapéuticos, y el desarrollo de estrategias mas efectivas que
potencialicen el efecto antineopldsico de los farmacos empleados, ademas de la reduccién
de sus efectos secundarios, es de gran interés. En este sentido, se destaca el efecto
citotéxico, antiproliferativo y apoptético de compuestos de boro (B) en céncer. En
especifico se sefiala la actividad citotdxica y apoptdtica del bérax en cancer de higado y en
leucemia. Con base en esto, en el presente estudio se evalud el efecto citotéxico del borax
en B.C. Los resultados demostraron la inhibicion del crecimiento de MCF-7 por exposicion
a bdrax a un ICsp de 9.042 mM, asociado a la induccidon de apoptosis ambas vias,
preferencialmente via mitocondrial mediante la regulacion positiva de caspasas 3, 8 y 9.
Asimismo, su evaluacién en PBMCs y HAEC no demostré efecto citotéxico. Finalmente, el
analisis del grado de metilacion global del ADN en MCF-7 sefialo el efecto epigenético del
bdrax sobre BC, mediante el incremento del porcentaje de 5mdC sobre su patrén de
hipometilacion global del ADN, caracteristica del cancer. Este trabajo determind el efecto
citotoxico, apoptotico y epigenético del bérax en MCF-7.

Palabras clave: cancer de mama, bérax, apoptosis, metilaciéon del ADN, PBMCs, HAEC.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Background: Cancer is a group of diseases whose main characteristic is uncontrolled cell
proliferation and has the ability to invade body tissues. Its classification depends on the
anatomical location or the affected organ. Breast cancer (BC) is the most frequent
carcinoma in females, which could be classified into 4 subtypes and the current treatment
is still far from satisfactory.

Methods: In this study, we explored the pathways underlying the growth inhibition
induced by borax in MCF-7 cells. The effects of borax on MCF-7 cell viability were
characterized using MTT. Apoptosis was also verified by RT-gPCR

Results: Our results demonstrated the inhibition of MCF-7 growth by exposure to borax at
an IC50 of 9,042 mM, associated with the induction of apoptosis in both pathways,
preferentially intrinsic pathway by increasing of the expression increased of mRNA levels
of caspase 3, 8 and 9. In addition, the evaluation in PBMCs and HAEC cells did not show
cytotoxic effect. Also, the analysis of global DNA methylation in MCF-7 demonstrated the
epigenetic effect of borax on BC, by increasing the percentage of 5mdC on its global DNA
hypomethylation pattern, characteristic of cancer.

Conclusion: This work determined the cytotoxic, apoptotic, and epigenetic effects of borax
on MCF-7.

Keywords: Breast cancer, borax, apoptosis, MCF-7 cells, DNA methylation, PBMCs, HAEC

cells.
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5-Aza-CdR
5-Aza-CR
5caC
5fC
5fdC
S5hmdC
5mC
5mdC
8-OHdG
A

a.a.
A2780
A549
Ac-CoA
ADN
ADNasa
ADNasa |
ADP
AFB1
Akt
Aktl
AnAC
ANOVA
Apaf-1
ARNasa
ARNs
ATF-6
ATM
ATP
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B
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BAK
BALB/c
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BCL-2
BCL-W
BCL-X,
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BET
-BH3
BID
BIM
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Significado

2’-desoxicitosina
5-aza-2’-desoxicitidina

Azacitidina

5-carboxicitosina

5-formilcitosina
5-fluoro-2’-desoxicitidina
5-hidroximetil-2’-desoxicitosina
5-metil-2’-desoxicitosina
5-metil-2’-desoxicitidina
8-hidroxi-2'desoxiguanosina
Adenina

aminodcido

Linea humana de cancer de ovario
Linea humana de cédncer de pulmén
Acetil coenzima A

Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleasa
Desoxirribonucleasa |

Fosfato de adenosina

Aflatoxina B1

Proteina cinasa B

Proteina cinasa 1 serina/treonina
Acido anacardico

Analisis de varianza

Activador apoptodtico factor 1
Ribonucleasa

Acidos ribonucleicos

Factor de transcripcion activador 6
Gen ataxia telangiectasia alterada
Adenosin trifosfato

Tetraborato de amonio

Boro

Agonista asociado a BCL-2
Proteinas pro-apoptética

Cepa de ratdn albino

Proteina pro-apoptdtica 4 andloga a BCL-2
Cancer de seno/cancer de mama
Familia de proteinas pro y anti-apoptdticas
Proteina anti-apoptdtica

Proteina anti-apoptdtica
Reparacion por escisidon de bases
Familia de proteinas de BRD y dominio extraterminal
Dominio BH3

Agonista de muerte —-BH3

Proteina 11 andloga a BCL-2
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CMI
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DAMP
dATP
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DISC
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DMSO
DNMTs
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EMR
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Erk1/2
ESI
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Gen de cancer de mama (BR, Breast; CA Cancer)
Bromodominio

Bortezomib
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ADN complementario
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Gen gastrico difuso hereditario
Fructoborato de calcio

Hipertrofia cardiaca

Gen del cromosoma 22

Fosfatasa alcalina

Disociacidn inducida por colisidon

ARNs circulantes

Mediadores de inflamacién
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Sedimento celular
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Ciclofosfamida

Ciclofilina
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Citocromo c
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2’-desoxicitidina
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Dominio efector de muerte
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Dimetilsulféxido

ADN metiltransferasas

ADN metiltransferasas 1

ADN metiltransferasas 3
Doxorrubicina

2-aminoetil difenil borato

ADN bicatenario

2’-desoxitimidina

Linea humana de cancer de prostata
17B-estradiol

Acido etilendiaminotetra-acético
Elementos modificadores reguladores
Reticulo endoplasmico

Receptor de estrogeno

Proteina cinasa 1y 2 regulada por sefiales extracelulares
lonizacion por electrospray
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ESR Tasa de sedimentacion eritrocitica

EtOH Etanol/alcohol etilico

EZH2 Gen de histona-lisina metiltransferasa

FADD Proteina adaptadora de dominio de muerte asociado a Fas
Fas Proteina de membrana tipo Il

FASN Sintasa de acidos grasos

FBS Suero Fetal Bovino

FBS Suero Fetal Bovino

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos
G Guanina

gADN ADN gendmico

GATA Proteinas de uniodn a secuencia de bases G, Ay T
GATA-4 Factor de transcripcion GATA

GPx Glutatién peroxidasa

GR Glutation reductasa

GRP78 Proteina 78 regulada por glucosa

GSH Glutation

H BaseA,CoT

HAEC Linea humana de células endoteliales primarias adrticas
HATs Histonas acetiltransferasas

HDACs Histonas deacetilasas

HDM1 Desmetilasas especificas de Lys

HDM2-7 Jumoniji C desmetilasas

HDMs Histonas desmetilasas

HepG2 Linea humana de cancer de higado

HER2 Receptor del factor de crecimiento epidérmico 2
HKs Histonas cinasas

HL-60 Linea humana de leucemia

HMTs Histonas metiltransferasas

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion
HPLC-UV HPLC-ultravioleta

HRK Activador de apoptosis harakiri

hsCRP Proteina C reactiva altamente sensible
HSPB-1 Proteina de respuesta a estrés srp-27

IAP Proteinas de apoptosis

ICso Concentracion inhibitoria media maxima
ICAM Molécula de adhesidn intracelular
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IL-1B Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8
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ISO Isoproterenol

LC Cromatografia de liquidos

LDH Lactato deshidrogenasa
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PARP
PARP1
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PBMCs

LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
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Elementos intercalados largos

Peroxidacion lipidica

Lipopolisacéridos

Desmetilasa 1 especifica de lisina

MAP cinasa cinasa especifica dual 1

Proteinas cinasas activadas por mitégenos
ARNs mensajeros

Dominio de unién a ADN metilado

Linea humana de cancer de mama luminal A
Proteina de diferenciacidn celular de leucemia mieloide
Proteina quimioatrayente de monocitos 1
Malondialdehido

Linea de cancer de mama triple negativo
Sindrome mielodisplasico

ARNs pequefios

Andlisis de recuperacién de islas CpG metiladas
Proteina cinasa 1 serina treonina de MAPK
Leucemia aguda de fenotipo mixto

Mieloma multiple

Micronucleos

Permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial
Membrana plasmatica

Espectrometria de masas

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,3-difeniltetrazol
Gen codificador de miosina X

Nicotinamida adenina dinucledtido oxidado
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
ARNs no codificantes

Factor nuclear de células T

Factor nuclear kappa B

Secuenciacién de nueva generacion

Célula naturalmente asesina

Factor de transcripcion de proteina Homedtica Nkx-2.5
Oxido nitrico

NADPH oxidasa

NADPH oxidasa 1

Proteinas pro-apoptética andloga a BCL-2
Grupo hidroxilo

Serina proteasa pro-apoptética mitocondrial
Organizacion Mundial de la Salud
Penicilina/Estreptomicina

Gen asociado a BRCA2

Poli ADP-ribosa polimerasa

Poli ADP-ribosa polimerasa 1

Pares de bases

Fisalina B

Células mononucleares de sangre periférica
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PBS
PCE
PCNA
PCO
PDE-4
PERK
Phen
pPiARNs
Piwi
PKC-6
PLODI
PMM
PO43_
PR
PRMTs
PRUNE1
PTB
PTCL
PTMs
PUMA
gPCR
RG-II
RIP1
RIP1
RNR
ROS
RP3
RPMI
RRBS
RT-qPCR
SAH
SAHA
SAM
SCEs
SD
SDS
Sirts
SMAC
SNC
SOD
STK11
T

T3
Tarn
tARNs
TB
TDG
TDRs

LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Solucién Salina Tamponada con Fosfato
Eritrocitos policromatofilicos

Antigeno nuclear en proliferacién
Proteina éxido carbonilo

Fosfodiesterasa 4

Proteina cinasa del reticulo endopldasmico
Fenantrolina

ARNs asociados a Piwi

Proteina Argonauta

Proteina cinasa C delta

Gen asociado a cifoescoliosis

Potencial de membrana mitocondrial
Grupo fosfato

Receptor de progesterona

Arginina metiltransferasas

Gen codificador de exopolifosfatasa
Tetraborato de potasio

Linfoma periférico de células T
Modificaciones postraduccionales
Modulador de apoptosis regulado positivamente por p53
Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa
Complejo ramnogalacturonano Il
Proteina cinasa 1 serina treonina de interaccién con el receptor RIP1
Proteina cinasa serina treonina
Ribonucledtido reductasa

Especies reactivas de oxigeno

Proteina cinasa 3 serina treonina

Medio Roswell Park Memorial Institute
Secuenciacién de bisulfito de representacién reducida
PCR con transcriptasa inversa o reversa
S-adenosilhomocisteina

Acido hidroxamico suberoilanilida
S-adenosilmetionina

Intercambio de cromatides hermanas
Desviacion estandar

Dodecil sulfato de sodio

HDACs Sirtuina

Segundo activador de la caspasa

Sistema nervioso central

Superoéxido dismutasa

Gen serina/treonina cinasa 11

Timina

Triyodotironina

ARN de transferencia

ARNs pequefios derivados del Tarn
Azul de tripano

Timina ADN glicosilasa

Dominios Tudor
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TET

TG
TGF- B
TNFAIP3
TNFR1
TNF-a
TOF
TOS
TP53
TRADD
TRAIL
Tris
TRX

TX
UHRF1
UPLC
UPLC-HRMS
VEGF
WNT7B
Xg

XIAP
WGBS

Aminoacidos (a.a.)

a.a.
Alanina
Arginina
Asparagina
Aspartato
Cisteina
Glutamina
Acido glutdmico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptéfano
Tirosina
Valina

LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Enzimas de translocaciéon diez-once
Triglicéridos

Factor de crecimiento transformante beta
Factor de necrosis tumoral, proteina 3 inducida por alfa
Receptor 1 de TNF

Factor de necrosis tumoral alfa

Tiempo de vuelo

Estado oxidativo total

Gen supresor proteina tumoral p53

Proteina de dominio de muerte asociado al receptor TNF1
Ligando inductor de apoptosis asociado a TNF
Tris(hidroximetil)Jaminometano

Tiorredoxina

Paclitaxel o Taxol

Proteina 1 de unidon a ADN hemimetilado
Cromatografia de liquidos de alta resolucién
UPLC acoplada a espectrometria de masas
Factor de incremento endotelial vascular

Gen codificador de WNT7B

Fuerza centrifuga

Proteina de apoptosis X

Secuenciacién de bisulfito de todo el genoma

Cadigo (3 letras)
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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I. INTRODUCCION
El cancer es un conjunto de enfermedades cuya caracteristica principal es la proliferacién
celular descontrolada y tiene la capacidad de invadir tejidos del organismo; su clasificacion

depende de la localizaciéon anatémica o del érgano afectado (Instituto Nacional de Cancer,

2020). De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), es la principal causa de

muerte a nivel global (OMS, 2018). Las estimaciones de los nuevos casos para ambos

sexos y todas las edades en todo el mundo y en México, posicionan en primer lugar al
cancer de pulmoén y al BC. Otros tipos de neoplasias como colorrectal, préostata, estdmago

e higado, ocupan un lugar importante en las estadisticas globales (Observatorio Global de

Cancer, 2018).

Existen diversos factores que median de manera conjunta la conversion de las células
normales a cancerosas, como a) la predisposicién genética del individuo, por afectacién de
la actividad de protooncogenes, genes supresores de tumores y reparadores del acido

desoxirribonucleico (ADN) (Barzaman et al., 2020; Carbone et al., 2020; Dobrijevi¢, et al.,

2020; Hata et al., 2020; Mehnert et al., 2020; Shan et al., 2020; Walavalkar et al., 2020);

b) la desregulacién de eventos epigenéticos como la metilaciéon del ADN, expresién de
Acidos ribonucleicos (ARNs) largos no codificantes (IncARNs) y ARNs pequefios (miARNSs)
(Cao et al., 2020), y modificaciones de histonas (Bhol et al, 2019);

c) enfermedades crénicas como la obesidad y el sobrepeso (Sung et al., 2018) v;

d) el envejecimiento, que repercute en la expresion de genes de control celular

(Osako et al., 2020) y en el funcionamiento adecuado del sistema inmunoldgico

(Hong et al., 2019).

El tratamiento depende del tipo de neoplasia, siendo mayormente eficaz en el diagndstico
oportuno. En particular, para el BC, que posee caracteristicas como activacion de
receptores hormonales de estrogeno y progesterona (ER y PR, respectivamente),
mutaciones en genes de BC (BRCA1 y BRCA2), y activacion del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico (HER2); sus alternativas terapéuticas se encuentran en funcion del
subtipo, y comprenden desde cirugia en combinacidn con radioterapia para fases

tempranas, hasta terapia hormonal, quimioterapia, uso de inhibidores de poli ADP-ribosa
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polimerasa (PARP) para las mutaciones en BRCA, e inmunoterapia para etapas avanzadas

(Coleccion de Biologia Celular ATCC, 2020; Harbeck et al., 2019; Jovanovic et al., 2010; Liu

et al., 2018; Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano NHGRI, 2020; Sun et

al., 2017). La heterogeneidad del BC derivada de su tumor primario, da lugar a la dificultad
de tratamientos efectivos, siendo la resistencia a los medicamentos y los efectos

secundarios los principales desafios (Al-thoubaity, 2020; Feng et al., 2018; Shah y Osipo,

2016). Es por ello que, la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos o potenciales
vehiculos de éstos que minimicen las repercusiones terapéuticas es de gran interés, a la
par con el desarrollo de estrategias para su deteccidn oportuna. En este sentido, diversas
investigaciones destacan efectos benéficos de compuestos de boro (B), especialmente el
acido boérico y el tetraborato de sodio, mejor conocido como bérax, los cuales participan
en la regulacion de diversas moléculas del metabolismo celular en organismos como
plantas, mamiferos y el ser humano.

El B es clasificado como un nutriente esencial, que participa en la regulaciéon de
biomarcadores de estrés oxidativo como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), malondialdehido (MDA), glutatién
(GSH) y 8-hidroxi-2'desoxiguanosina (8-OH-dG) (Basaran et al., 2020; Canturk et al., 2016;

Hazman et al., 2018; Ustiindag et al, 2014) . Simultdneamente, influye en el balance de

mediadores de inflamaciéon (CMI) como interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1P),

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y éxido nitrico (NO) (Naghii et al., 2011; Routray y

Ali, 2016). En particular, el bérax tiene interesantes efectos moduladores en diversos
sistemas bioldgicos. Se destaca su papel como agente cardioprotector en cardiomiocitos
en cultivo in vitro, mediante la regulacién negativa de la expresidon génica a hipertrofia
cardiaca (CH) inducida con isoproterenol (ISO), evitando el dafo celular por aumento de la

tasa de proliferacion e inhibicion de apoptosis (Hernandez et al., 2020).

También, se reporta su potencial efecto epigenético sobre el grado de metilacién global
del ADN de tejidos de sistema nervioso central (SNC), corazén, higado y particularmente
pancredtico en modelo murino BALB/c, mediante la disminucion de este biomarcador

epigenético global (Martinez, 2018).
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Ademas, se evidencia su efecto citotoxico en ciertas lineas de cancer. Se ha demostrado el
efecto antiproliferativo del bdérax sobre células tumorales de higado humanas HepG2,
mediante la regulacion positiva del gen supresor tumoral (TP53) y la proteina Bax,

asociado a la regulacién negativa de la proteina BCL-2, por apoptosis (Wei et al., 2016).

En relacién a HepG2, Wu et al., sefialan la inhibicién de su crecimiento por exposicién a
borax 4 mM, asociado a diversos procesos bioldgicos como respuesta inflamatoria, estrés
oxidativo, apoptosis y transduccidn de seiiales, en funcion de alteraciones en la expresion

de 530 genes, 146 por regulacion negativa y 384 positivamente (Wu et al., 2019). Por otra

parte, en la linea celular de leucemia aguda (HL-60), Canturk et al., refieren un efecto

citotéxico y apoptdtico por exposicién a bérax y acido bérico (Canturk et al., 2016).

En relacidn a lo mencionado, en el presente trabajo se evalué el efecto citotéxico del
bdrax, como una alternativa a los compuestos antineoplasicos para el BC positivo, en
MCF-7. Ademas, se determind su efecto apoptotico, y adicionalmente su relacién

epigenética mediante el andlisis de sus patrones de metilacion global del ADN.
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Il.1. Generalidades del cancer de mama

El BC es la neoplasia de mayor incidencia en mujeres a nivel mundial, y en México ocupa el
segundo lugar después del cancer de pulmén (INFOCANCER) (Figura 1) (Observatorio
Global de Cancer, 2018).

Figura 1. Estimacion de nuevos casos de cancer a nivel mundial, hasta 2018. Ambos sexos y todas

las edades. Obtenida y editada de (Observatorio Global de Cancer, 2018).

11.1.1. Clasificacion
Comprende un grupo diverso de alteraciones moleculares, que determinan su clasificacion

en funcion de su diseminacién relacionada al sitio primario del tumor (Al-thoubaity, 2020;

Feng et al., 2018; Harbeck et al., 2019). El diagndstico temprano y la adecuada distincién

del subtipo molecular conlleva una mejor selectividad y eficacia del tratamiento. En la

Tabla 1 se describen los principales subtipos de BC de acuerdo a su inmunofenotipo.
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Tabla 1. Subtipos moleculares/intrinsecos de BC.

MARCO TEORICO

Subtipos Marcas moleculares Tratamiento'
Luminal A ER+, PRt, HER2- Terapia hormonal
<Ki67 Terapia dirigida
Luminal B ER+, PRt, HER24, Terapia hormonal
>Ki67 Terapia dirigida
HER2 ER-, PR-, HER2+ Terapia dirigida

Triple negativo

ER-, PR-, HER2-

Terapia dirigida

limitada

Normal

ER+, PR+, HER2-
<Ki67

Terapia hormonal

Terapia dirigida

'Ademas de tratamiento convencional quirdrgico y no quirurgico.

11.1.2. Factores de riesgo

Obtenida de Feng et al., 2018.

Multiples factores que actdan en conjunto son asociados con el desarrollo de las células

normales de seno a cancerosas. La predisposiciéon genética juega uno de los papeles de

mayor importancia, siendo la causa mas comun de BC hereditario las mutaciones en genes

BRCA1 y BRCA2 (Lynch et al., 2015; Azzollini et al., 2019; Feng et al., 2018; Hata et al.,

2020). Las proteinas BRCA llevan a cabo la supresién tumoral, el mantenimiento de la

integridad gendmica y la reparacion de dafio al ADN por homologia inhibiendo Ia

tumorigénesis (Feng et al., 2018). Asimismo, otras mutaciones en genes como ataxia

telangiectasia alterada (ATM), TP53, gen del cromosoma 22 (CHEK2), gen géstrico difuso

hereditario (CDH1), gen serina/treonina cinasa 11 (STK11) y el gen asociado a BRCA2

(PALB2) también son referidos (Azzollini et al., 2019; Behravan et al., 2020; Feng et al.,

2018; Harbeck et al., 2019; Lynch et al., 2015; Rummel et al., 2017; Sun et al., 2017).
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Por otra parte, la heterogeneidad y el progreso de la metastasis se relaciona con diversos
cambios epigenéticos. La epigenética comprende los cambios heredables como metilacion
del ADN, accion de ncARNs, principalmente IncRNAs y miARNs, y modificaciones de
histonas, que repercuten sobre la expresion génica sin cambios en la secuencia del ADN

(Bhol et al., 2019; Jovanovic et al, 2010; Singhal et al, 2016;

Villanueva et al., 2020). Otros factores incluyen enfermedades como la obesidad, que

provoca cambios moleculares como resistencia a la insulina, aumento de los niveles de
estrégeno, citocinas proinflamatorias y de adipocinas debido a la adiposidad excesiva

(Ando et al., 2019). El tejido adiposo de las personas con este patologia da lugar a altos

niveles de hormonas inductoras de tumores, como la leptina y el estrégeno, y a la

disminucion de adiponectina, una hormona supresora (Zimta et al., 2019). Los

tratamientos como la cirugia, radiacién, quimioterapia y principalmente terapia hormonal

son menos eficaces en pacientes con obesidad (Lee et al., 2019). Ademas, estilos de vida

como la falta de ejercicio, mala alimentacién, consumo de tabaco y alcohol contribuyen a
la predisposicion; la actividad fisica controla el peso corporal y con ello, disminuye el
riesgo a comorbilidades como obesidad, sobrepeso, diabetes, hipertensién, entre otras

(Davies et al., 2011; Grosso et al., 2017). El ejercicio aumenta la supervivencia al cancer,

fortaleciendo el sistema inmunoldgico y contribuye a al correcto funcionamiento del
metabolismo celular como el estrés oxidativo, la utilizacidon de glucosa y aminoacidos, y la

sensibilidad a la insulina (Wennerberg et al., 2020). Asimismo, la ingesta de alimentos con

gran valor nutricional ricos en vitaminas, proteinas, grasas poliinsaturadas, antioxidantes,

etc., disminuye las incidencias (Taha y Eltom, 2018).

Otro factor referido igual de significativo es la edad; el envejecimiento provoca la pérdida
de actividad celular, asociada con la disminucidon de la expresidon de genes de control
celular como el gen de histona-lisina metiltransferasa (EZH2) y ER, y modificaciones

epigenéticas en la histona H3 (H3K27me3) (Osako et al., 2020). De la misma forma, el

funcionamiento del sistema inmune en la respuesta innata y humoral es afectado con la

edad, incrementando la susceptibilidad a infecciones y enfermedades crénico
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degenerativas por la represion de mediadores como monocitos, células naturalmente

asesinas (NK), células dendriticas, y generacién de anticuerpos (Hong et al., 2019).

11.1.3. Tratamiento
La clasificacion molecular de los subtipos del BC y su progresion son determinantes.
De primera elecciéon implica cirugia con terapias coadyuvantes como radioterapia y
guimioterapia en etapas tempranas, con la finalidad de reducir el tumor, extirpar y evitar
su recurrencia (Fisusi y Akala, 2019; Harbeck et al, 2019; Waks y Winer, 2019).
Modalidades como terapia hormonal o enddcrina e inmunoterapia también son

empleadas dependiendo del progreso de la metdstasis (Fisusi y Akala, 2019).

De acuerdo a los principales subtipos del BC (Consultar Tabla 1) se emplean distintas
terapias coadyuvantes. Para luminal A, que representa alrededor del 40 % de las
manifestaciones, hay una mejor respuesta a terapia endécrina mediante farmacos como
tamoxifeno, fulvestrant e inhibidores de aromatasa; luminal B, que comprende alrededor
del 20 %, quimioterapia y terapia hormonal suelen ser las de eleccién; HER2, del 15 al
20 % de ocurrencia, tiene mejor respuesta a terapia dirigida con medicamentos como
anticuerpos monoclonales humanizados que incluyen el trastuzumab y pertuzumab,
quimioterapia basada en taxanos, y lapatinib como inhibidor dual de HER2; finalmente, la
combinacién de cirugia, radio y quimioterapia son normalmente utilizadas para triple

negativo y BC normal, que predominan del 10-15 % (Al-thoubaity, 2020; Fisusi y Akala,

2019; Harbeck et al., 2019). La amplia gama de antineopldsicos usados en combinacién

con las terapias disponibles para BC, involucran diversos mecanismos de accidn, algunos

descritos en la Tabla 2.
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Tabla 2. Mecanismos de los principales antineopldsicos para el BC.

Obtenida de Waks y Winer, 2019.

Antineoplasico/Agente Mecanismos

Terapia enddcrina

Tamoxifeno = Selectivo modulador de ER
Inhibidor de aromatasa (letrozole, = Inhibe la conversion de
anastrozole, exemestano) androgenos a estrégeno

Quimioterapia citotoxica

Docetaxel/ciclofosfamida (CYC) = Docetaxel: interrumpe la mitosis
por inhibicién de la funcién de los
microtubulos

= C: Agente alquilante, interrumpe la
replicacion del ADN

Doxorrubicina (DOX)/CYC = D: Interrumpe la replicaciéon del
ADN asociado a otros mecanismos

DOX/CYC/paclitaxel (TX) » T: interrumpe la mitosis por
inhibiciéon de la funcion de los
microtubulos

Quimioterapia citotdxica/terapia dirigida HER2

DOX/CYC/TX/trastuzumab = Trastuzumab: Anticuerpo dirigido a
HER2
Docetaxel/carboplatino/trastuzumab = Carboplatino: reticula el ADN e

interrumpe su replicacién

En el mismo sentido, se ha descrito el efecto antimetastasico en BC de compuestos

aislados de diversas fuentes naturales, como otro foco de interés (Tabla 3).
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Tabla 3. Compuestos derivados de fuentes naturales con efecto antimetastasico en BC.

Obtenida de Tungsukruthai et al., 2018.

Compuesto Fuente Origen/parte usada
Taxol Taxus brevifolia Planta, corteza
Oleuropeina Olea europaea Planta, planta
Matrina Sophora flavescens  Tradicional en medicina

herbal China/raiz

Curcumina Curcuma longa Planta/raiz

Sinomenina Sinomenium acutum  Tradicional en medicina

herbal China/tallo

Codonolactona Atractylodes lancea Planta/rizoma
Resveratrol Vitis vinifera Fruta/Piel de la uva
Quercetina Vitis vinifera Fruta/Piel de la uva
Catequina Vitis vinifera Fruta/Piel de la uva
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11.2. Mecanismos de muerte celular
De manera caracteristica, las células cancerosas tienen la capacidad de evadir los
diferentes mecanismos de muerte celular, con la finalidad de incrementar su

supervivencia, proliferacién, motilidad y tumorigenicidad (Tungsukruthai et al., 2018).

Es por ello, que los fdrmacos antineoplasicos tienen como blanco la inducciéon de eventos
como autofagia, apoptosis, necrosis, senescencia, ferroptosis, piroptosis, entre otros

(Galluzzi et al., 2018).

11.2.1. Autofagia
La autofagia es un proceso catabdlico hacia componentes del citoplasma como proteinas
celulares dafadas y orgdnulos, en el que su degradacién ocurre a través de la formacién
de vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas, y la accién de lisosomas

formando autolisosomas (Han et al., 2018; Singh et al., 2018; Wang et al., 2019). Este

proceso catabdlico esta altamente conservado para el mantenimiento y regulacién de la
homeostasis en respuesta al estrés celular, escasez de nutrientes, estimulos citotéxicos y

dafio celular (Han et al., 2018; Noguchi et al., 2020). Defectos en este mecanismo son

relacionados con susceptibilidad a dafio gendmico, estrés metabdlico y tumorigénesis

(Singh et al., 2018).

Para la homeostasis, la autofagia facilita la eliminacion de proteinas mal plegadas,
agregados de éstas y organulos deteriorados; la cual, en respuesta al estrés por falta de
nutrientes, da lugar a la generacién de energia en forma de adenosin trifosfato (ATP)
mediante la degradacion de acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y acidos grasos;
ademas, contrarresta el daio mitocondrial ocasionado por especies reactivas de oxigeno

(ROS), mediante la regulacion de los radicales libres por mitofagia (Cheon et al., 2019;

Galati et al., 2019; Lin et al., 2019). En relacién a niveles bajos de oxigeno, proceso

conocido como hipoxia, la autofagia da lugar a la liberacién de compartimentos danados,

promoviendo asi, la supervivencia celular (Galati et al., 2019). Asimismo, en infecciones

microbianas permite la fagocitacién de los patégenos invasores mediante una via selectiva

llamada xenofagia, como estrategia de defensa inmune (Chang et al, 2013; Mao vy

Klionsky, 2017; Sharma et al., 2018).
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Este proceso da inicio con la expansidon de la membrana de aislamiento, la cual captura la
carga citosodlica para posteriormente unirse a otra membrana y formar el autofagosoma,
asi, con ayuda de los microtubulos se enlaza con el lisosoma originando el autolisosoma;
finalmente, en los autolisosomas se lleva a cabo la degradacidn de las biomoléculas por

accién de enzimas lisosomales, retornandolas o recicldndolas hacia el citoplasma

nuevamente, como se observa en la Figura 2 (Singh et al., 2018).

Figura 2. Mecanismo de autofagia. Obtenida y editada de Singh et a/., 2018.
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11.2.2. Senescencia
Normalmente, las células envejecen hasta detener su divisién celular sin llegar a la

muerte, perdiendo la capacidad de proliferacion (Bharadwaj y Mandal, 2020). La

senescencia es un periodo de detencién del ciclo celular, con la finalidad de evitar la

proliferaciéon de células seniles o dafiadas (Lee y Lee, 2019). Es un proceso fisioldgico y

patoldgico que contribuye a la embriogénesis, remodelacion de tejidos, respuesta inmune,
reparacion de lesiones por envejecimiento y por diversas enfermedades manifestadas con

la edad (Figura 3) (Calcinotto et al., 2019; Lee y Lee, 2019). En cancer, funciona como una

barrera para prevenir la tumorigénesis, evitando la transformacién de las células normales

a malignas como mecanismo de supresion tumoral (Calcinotto et al., 2019; Lee y Lee,

2019; Zhu et al., 2020). Las células en este estado experimentan una serie de cambios

morfoldgicos, bioquimicos y funcionales caracteristicos (Bernadotte et al., 2016).

Por ello, el tratamiento con compuestos llamados senoliticos, que eliminan de manera
selectiva a las células cancerosas inducidas a senescentes, es de gran interés en las

terapias del cancer.

Figura 3. Senescencia celular y procesos fisioldgicos involucrados. Obtenida y editada de

Calcinotto et al., 2019.
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11.2.3. Apoptosis
La apoptosis conocida como muerte celular programada, es un mecanismo altamente
conservado y ordenado, central en la homeostasis de los organismos multicelulares, a
través del cual las células dafiadas, no deseadas o en exceso son eliminadas (Ichim y Tait,

2016; Kalkavan y Green, 2018; Poreba et al., 2019; Singh et al., 2019).

Este proceso se caracteriza por una serie de cambios morfoldgicos, bioquimicos vy
moleculares, como la manifestacion de encogimiento celular, condensacion vy
fragmentacion nuclear, formaciéon de ampollas o protuberancias en la membrana sin
pérdida de su integridad, y la separacion de los componentes celulares en cuerpos
apoptoticos; este evento induce la activacion de cistein proteasas denominadas caspasas,

las cuales escinden sus sustratos en residuos de aspartato especificos (Galluzzi et al., 2018;

Poreba et al., 2019; Singh et al., 2019).

La apoptosis puede originarse por amplios estimulos como estrés oxidativo; agentes
fisicos como radiacion ultravioleta; agentes quimicos como farmacos antineoplasicos vy;
agentes bioldgicos como la invasidn por patégenos, bacterias, virus, etc., (Galluzzi et al.,

2018; Poreba et al., 2019). Por ello, la induccién de apoptosis es un resultado deseado

particularmente en las terapias del cancer, siendo un relevante campo de investigacion.
Este proceso comprende dos vias en funcién de la seial de inicio que conducen a caspasas
pro-apoptéticas: via intrinseca y extrinseca.

1.2.3.1. Via intrinseca
También llamada via mitocondrial, se produce por perturbaciones como dano al ADN,
privacion de Ca?* como factor de crecimiento, estrés del reticulo endopldsmico (EPR),

exceso de ROS, alteraciones microtubulares o defectos mitdticos (Galluzzi et al., 2018;

Ichim y Tait, 2016; Kalkavan y Green, 2018; Pfeffer y Singh, 2018; Poreba et al., 2019).

Es controlada por la familia de proteinas pro y anti-apoptdticas BCL-2 y ejecutada
irreversiblemente por la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial (MOMP),
debido a estimulos apoptdticos con regulacion positiva de proteinas solo dominio BH3

(-BH3) que activan a Bax y BAK; esta ultima regulada por TP53.
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Diferentes proteinas -BH3 se enlazan preferentemente a ciertos miembros de la familia
BCL-2; con excepcion de BID, BIM y PUMA, los cuales son afines a todos; BAD lo es a
BCL-2, BCL-X1 y BCL-W; en contraste, NOXA inhibe a la proteina de diferenciacion celular
de leucemia mieloide (MCL1) y el activador de apoptosis harakiri (HRK) a BCL-X:

(Galluzzi et al., 2018). La permeabilizacién permite la liberacion de proteinas

intermembranales como citocromo ¢ (cyt c), segundo activador de mitocondrias de la
caspasa (SMAC) y serina proteasa pro-apoptética mitocondrial (Omi); el apoptosoma se
forma crucialmente a partir de la liberacidn de cyt c, activador apoptético factor-1 de la
proteasa (Apaf-1), desoxiadenosina trifosfato (dATP) y procaspasa 9; finalmente, dentro
del apoptosoma la procaspasa 9 se convierte en caspasa 9 induciendo a las caspasas

ejecutoras 3 y 7 para dar lugar a la muerte celular (Ichim y Tait, 2016; Kalkavan y Green,

2018; Pfeffer y Singh, 2018). Otros pasos que aseguran la muerte es la inhibicion llevada a

cabo por Omi ligado al inhibidor de la proteina de apoptosis X (XIAP), por regulacion
negativa de la caspasa 3; la liberacién de SMAC para reprimir al inhibidor de las proteinas
de apoptosis (IAP) una vez formado el apoptosoma; y la pérdida de funcién mitocondrial

por MOMP (Pfeffer y Singh, 2018).

11.2.3.2. Via extrinseca
Su inicio estd mediado por sefiales de la unién de ligandos de muerte a sus receptores de
muerte, de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) como TNFR1,
ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF (TRAIL) (DR4 y DR5) y proteina de
membrana tipo Il (Fas) (Apo-1; CD95) (Galluzzi et al., 2018; Ichim y Tait, 2016; Kalkavan y

Green, 2018; Pfeffer y Singh, 2018; Poreba et al., 2019). Las proteinas adaptadoras que

participan incluyen el dominio de muerte asociado a Fas (FADD) y a receptor de TNF
(TRADD); las proteinas adaptadoras forman el complejo de sefalizacién inductor de
muerte (DISC), por la unién de procaspasa 8 y 10 en sus dominios efectores de muerte
(DED); finalmente DISC activa a las procaspasas 8 y 10, consecuentemente a las caspasas

respectivas y finalmente a las caspasas efectoras 3, 6 y 7 (Galluzzi et al., 2018; Ichim y Tait,

2016; Pfeffer y Singh, 2018). Asimismo, caspasa 3 es clave para induccion de sustratos

como PARP, gelsolina (proteina actina) y proteina cinasa C delta (PKC- §)
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(Yuan et al, 2012). Ambas rutas convergen después de la activacion de caspasa 8

mediante la induccidn en la via extrinseca de proteinas —BH3, por el agonista de muerte -

BH3 (BID); como se observa en la Figura 4.

Figura 4. Via intrinseca y extrinseca de la apoptosis. Obtenida y editada de

Kalkavan y Green, 2018; Pfeffer y Singh, 2018.
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11.2.4. Necrosis
La necrosis conocida como muerte celular no controlada, es un mecanismo que se
caracteriza por la radpida pérdida de la integridad de la membrana plasmatica (MP),
morfolégicamente apreciada por hinchazén celular, granulaciéon citoplasmatica vy
desintegracién de la estructura del orgdnulo sin condensacidn de la cromatina, como se

observa en la Figura 5 (Green y Llambi, 2015; Soriano et al., 2017). Este proceso ocurre

por tensiones fisicas o como consecuencia de algun dafo extremo, por ejemplo, la
exposicion a altas temperaturas o lesiones celulares; en algunas células es un evento

pasivo, pero en la mayoria es resultado de una cascada de sefializacion (Green y Llambi,

2015).

Figura 5. Tipos comunes de necrosis en tejidos humanos. a) Area de necrosis litica de absceso
pulmonar cubierto de células inflamatorias. b) Area de necrosis coagulativa de infarto renal con
pérdida de contorno y morfologia celular; histologia renal intacta. c) Area de necrosis caseosa de
ganglio linfatico tuberculoso con ausencia de infiltracién masiva de células inflamatorias. d) Area
de necrosis fibrinoide de corazén con enfermedad reumatica con ausencia de infiltracion masiva

de células inflamatorias. Obtenida y editada de Liu et al., 2018.

La necroptosis es la mejor forma estudiada de necrosis programada, que involucra a
proteinas cinasas, se produce rio abajo de TNFR1 mediante la fosforilacién de RIP3 por
RIP1, para la formacién del complejo llamado necrosoma, promoviendo la necrosis por la
fosforilacion de MLK1 debida a p-RIP3; asi p-MLK1 por formacién de poros
desintegra la MP, liberando componentes celulares como patrones moleculares asociados

a dafio (DAMP); los DAMPs actuan como sefales de peligro eliminadas por células
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muertas e inducen una fuerte respuesta inflamatoria (Green y Llambi, 2015; Li et al.,

2020). Otra forma de necrosis activa relaciona a NADPH oxidasa 1 (Nox1) y puede
desencadenarse por el TNF, tal como ocurre en células neuronales, en la que receptores
de glutamato pueden ocasionar excitotoxicidad en condiciones patoldgicas (Green y
Llambi, 2015).

11.2.5. Otros mecanismos de muerte
Otros tipos de muerte celular, principalmente modalidades programadas se describen en

la Figura 6.

Figura 6. Otras formas de muerte celular. Obtenida y editada de Galluzzi et al., 2018.
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11.3. Efectos bioldgicos de compuestos de B

El B es un metaloide considerado un mineral esencial de origen vegetal que contribuye en
procesos bioldgicos, metabdlicos y fisioldgicos en plantas, animales y el ser humano; con
efectos benéficos en su desarrollo y principalmente en la salud animal y humana
regulando mecanismos antioxidantes, respuesta inmune, metabolismo hormonal y

mineral (Abdelnour et al, 2018; Biatek et al, 2019; Khalig et al., 2018;

Ustiindag et al., 2014).

11.3.1. Propiedades y fuentes de B
Es un metaloide de simbolo B ubicado en la familia 13 de la tabla peridédica, numero
atdmico 5 y masa atémica 10.811 g/mol, de isotopos °B y 'B; en la naturaleza no se
presenta de forma aislada, lo hace en combinacion con sodio u oxigeno como compuestos
de organoboro de enlaces B-N o B-O (Tabla 4); el B se halla en rocas, suelo y agua; de
forma fisioldgica alrededor del 96 % como acido bérico B(OH)s y el resto como anién
borato B(OH)a.; en particular, el tetraborato de sodio mejor conocido como bdrax es un
compuesto importante de B y sal de dacido bédrico (Figura 7), con diversos efectos

benéficos en los organismos (Abdelnour et al, 2018; Khalig et al., 2018;

Uluisik et al., 2018). Ambos compuestos, y otros boratos se emplean como agentes

bactericidas, limpiadores, antisépticos como detergentes, conservantes, fertilizantes,
herbicidas e insecticidas; asimismo, el B también se utiliza para fines industriales como el
aislamiento de fibra de vidrio, su produccién, esmaltes de cerdmica, porcelana y

aleaciones metalicas (Uluisik et al., 2018).

Figura 7. Estructura quimica del acido bdrico y borax.
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Tabla 4. Compuestos usuales de B. Obtenida de Khalig et al., 2018.

Compuesto Férmula quimica Solubilidad en agua
Bdrax anhidro Na;B,07 2.5556 g/100 g a 25 °C
Borax Na.B40;-10H,0 5.92g/100ga 25 °C
Bdrax pentahidratado Na,B,07-5H,0 3.6g/100ga 20 °C
Acido borico B(OH)s 63.5g/La30°C
Oxido de boro B,Os ligera
Colemanita Ca;Bs011:5H,0 ligera
Perborato de sodio mono
NaBO3H,0/NaBO3s4H,0 15g/La20°C/23g/La20°C
y tetrahidratado
Ulexita NaCaBs0s-8H,0 ligera

11.3.2. Mecanismos de accion del B
Los mecanismos de accién de los compuestos de B para la diversidad de funciones
bioldgicas se relacionan con su estructura y capacidad para formar complejos con grupos
hidroxilo (OH) en posicién cis de compuestos organicos. El dcido bédrico y los boratos
ejercen accion sobre biomoléculas precursoras o que contienen adenosina, tal como
ocurre con S-adenosilmetionina (SAM) y fosfatos de adenosina, las cuales muestran mayor
afinidad por compuestos de B. SAM, es uno de los principales sustratos enzimaticos,
donador de grupos metilo CHs en la metilacidn del ADN, para la regulacién de la expresion
génica en los organismos. S-adenosilhomocisteina (SAH) es producto de la metilacién del
ADN, el cual puede hidrolizarse a homocisteina; la disminucién de SAM y SAH relacionadas
con la deficiencia nutricional de B da lugar a trastornos y patologias como artritis,
osteoporosis, diabetes, obesidad, cdncer, enfermedades neurodegenerativas v

cardiovasculares (Nielsen, 2009; Nielsen, 2014). Por otra parte, el nucleétido nicotinamida

adenina dinucledtido oxidado (NAD*) se enlaza fuertemente a compuestos de B, esto se
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puede vincular con sus efectos bioquimicos, ya que NAD* es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis redox celular mediante el control de ROS, y su
participacién en rutas metabdlicas como glicdlisis, fosforilacién oxidativa mitocondrial,

biosintesis de acidos grasos y acidos nucleicos (Xiao y Loscalzo, 2020); ademas, la ADP

ribosa ciclica se produce a partir de NAD", la cual es liberada por via intracelular y se une
al receptor rianodina, originando canales de Ca?*, por lo que el B puede acoplarse en la
unién NAD*-ADP ribosa ciclica y modular su liberacién; el Ca®* es un idn sefial asociado con
la liberacién de insulina, formacién de sistema dseo, respuesta inmune y funcién cerebral
(Nielsen, 2014).
11.3.3. Importancia del B en plantas

En las plantas, el B en su forma disponible como 4acido bérico, relativamente soluble y
lixiviable mediante la lluvia, como funcién primaria da lugar a la reticulacidon de pectina
para la estabilidad de la pared y adhesién celular, mediante la formacién del complejo
ramnogalacturonano Il (RG-Il); ademas, contribuye al metabolismo de acidos nucleicos,
carbohidratos, proteinas y fenoles, sintesis de la pared celular, formacién del
citoesqueleto, expansion de érganos, integridad y permeabilidad de la membrana vy

desarrollo de flores y frutos (Uluisik et al., 2018; Yoshinari y Takano, 2017).

11.3.4. Importancia del B en la salud animal y humana
En los procesos bioldgicos en animales y el ser humano, el acido bérico y los boratos
participan mediante interacciones con componentes organicos como adenosina
monofosfato, piridoxina, nucledtidos pirimidinas, acido ascérbico y moléculas como

ribosa, apiosa y polisacaridos (Uluisik et al., 2018). Fosfatos de adenosina (ADP) y SAM son

moléculas con mayor relacidon a compuestos de B; el ADP es un indicador nucleétido en la
respuesta neuronal de los tejidos del cuerpo y células animales, y SAM el principal

sustrato enzimatico en diversos tejidos del cuerpo (Abdelnour et al., 2018; Clare et al.,

2019). En la salud humana, los padecimientos crénicos como artritis, osteoporosis,
urolitiasis y diabetes se han asociado a la disminucion de SAM por deficiencia de B

(Pizzorno, 2015). Se ha descrito que las dietas ricas en B en mamiferos benefician la

calcificaciéon y el mantenimiento de los huesos, la integridad y el correcto funcionamiento
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de las membranas celulares y SNC, la estimulacién del metabolismo de la glucosa y el

control de la lipdlisis (Biatek et al., 2019; Hakki et al., 2013).

11.3.4.1. Actividad hormonal
Diversos estudios refieren los efectos benéficos de compuestos de B sobre la actividad de
hormonas como vitamina D, estrégeno, hormona tiroidea, insulina y progesterona
(Nielsen, 2014). El acido bodrico y el bérax participan en la regulacién hormonal y actividad
metabdlica en modelos murinos; la suplementacion de una dieta estdndar de B con ambos
compuestos (100 mg B/kg) incide en la disminucion de los niveles de leptina, insulina y
glucosa, con aumento de los niveles de triyodotironina (T3) y carnitina; en particular el
borax tiene un mejor efecto y ambos contribuyen a la liberacién moderada de insulina,
para el mantenimiento de la glucosa en plasma y el control de leptina en sangre

(Kucukkurt et al., 2015).

Por otra parte, el B incrementa los niveles de estrégeno en mujeres en estado
menopausico, con relacién al nivel de 17B-estradiol (E2), disminuyendo los efectos
colaterales del climaterio como los estados sofocantes, alteraciones del sueno, calor
excesivo, y cambios emocionales, asimismo, mejora el crecimiento dseo mediante la

absorcion de calcio y magnesio (Khalig et al., 2018; Nielsen, 2014).

11.3.4.2. Estrés oxidativo
Con respecto a la actividad antioxidante, se ha descrito el papel protector del tetraborato
de potasio (PTB) en células sanguineas humanas cultivadas in vitro, indicando que el PTB
no es genotoxico y da lugar al aumento de la capacidad antioxidante en linfocitos de

sangre periférica con valores de estado oxidativo total (TOS) estables (Celikezen et al.,

2014). Ademas, Celikezen et al., sefialan el papel antioxidante del tetraborato de amonio
(ATT), por su contribuciéon en la disminucién de la concentracion de TOS en células

sanguineas humanas cultivadas, sin efecto mutagénico (Celikezen et al., 2015).

En modelos murinos, pardmetros bioguimicos y antioxidantes como actividad GPx, GR,
lactato deshidrogenasa (LDH), alanina aminotransferasa (ALT) en plasma, triglicéridos,
proteinas totales, albumina, peroxidacién lipidica (LPO) y SOD, tienen relacién con la

suplementacion de B en la dieta; en particular, la deficiencia de B (15 mg/L) incrementa la
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produccién de estos biomarcadores de estrés oxidativo (Kurtoglu et al., 2018). En este

contexto, se ha sefalado el efecto protector del acido bérico ante el estrés oxidativo
inducido por CYC en ratas Wistar; mediante la disminucién del dafio histoldgico
ocasionado por CYC y la regeneracién mejorada post dafio tisular, control de LPO y
prevencion de genotoxicidad por CYC en los tejidos; por ello, el acido bérico se describe
como potenciador de la defensa antioxidante y reparacion del daifo al ADN (Ince et al.,
2014). Asociado a este efecto, la administracion de B revierte el estrés oxidativo inducido
por malation y LPO, modulando la actividad enzimatica antioxidante; el B mejora la
defensa antioxidante por accién protectora contra cambios histopatolégicos ocasionados

por malatidn y da lugar a la regeneracién tisular (Coban et al., 2015). Otras investigaciones

sobre su papel antioxidante indican efecto protector del dcido bérico en hepatotoxicidad
inducida por tetracloruro de carbono (CCls), mediante la mejora de la actividad catalitica
del citocromo P450 2E1; de igual manera, destaca su accion protectora contra cambios
histopatoldgicos inducidos por CCls y el fortalecimiento de la defensa antioxidante

inhibiendo la LPO (Ince et al., 2012). Ademas, se atribuye el efecto protector del bdrax

sobre hepato y genotoxicidad inducida por cromo; su administracion disminuye la
actividad de enzimas del metabolismo del higado, numero de eritrocitos
policromatofilicos (PCE) y da lugar a la inhibicion de LPO; se relacionada su papel
hepatoprotector y antimutagénico en el daifo hepatico por cromo por la estabilizacion de
la estructura membranal de hepatocitos e inhibicidon de efectos citogenéticos (Maratovich
et al., 2017). Asimismo, se ha descrito el papel neuroprotector del bdrax en intoxicacion
inducida por cromo debido a la modulacién de los parametros de estrés oxidativo como
MDA, GSH y reduccion de LPO cerebral inducida por este elemento y su rol en el aumento

de la actividad de enzimas SOD y CAT (Iztleuov et al., 2018).

En relacion a los efectos secundarios de farmacos antineoplasicos, el
cis-diaminodicloroplatino (Il) mejor conocido como cisplatino (CDDP), es uno de los
medicamentos mas utilizados y efectivos en el tratamiento de diversos tipos de céncer, sin
embargo, sus efectos secundarios nefrotdxicos y ototdxicos son los principales factores

limitantes, es por esta razon que la busqueda de compuestos que minimicen tales efectos
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es de relevancia (Volarevic et al., 2019); en este aspecto, se sefala el papel del acido

bérico (mejor actividad (200 mg/kg) sobre el borax) y el bérax en la reduccion de la
nefrotoxicidad inducida por CDDP, como potenciales reductores de marcadores de estrés
oxidativo (GSH, MDA, PCO, GPx, 8-OHdG), inflamacién (TNF-a, IL-1p, IL-18, MCP-1, ICAM,
TGF-B), apoptosis (TP53; caspasa 1, 3, 8, 12; BCL-2, BCL-X,, NFkB) y dafio tisular en rifién
asociado a EPR (GRP78, ATF-6, PERK); aludiendo a su uso como soluciones amortiguadoras

para la administracion de CDDP (Hazman et al., 2018).

11.3.4.3. Actividad anti-inflamatoria
La suplementaciéon con B favorece el desarrollo del timo en modelos murinos, el cual
media la inmunidad celular y la maduracién de linfocitos T; ademads, el B da lugar a la

secrecién de IL-6, receptores Fc de macréfagos y aumento de NK (Khalig et al., 2018). El

bérax tiene un papel importante sobre los mediadores de inflamacién (CMI) en BALB/c;
incrementa la proliferaciéon de linfocitos y la secrecién de CMI TNF- a, IL-6, IL1B y NO,
relacionados con el aumento de células By T de C19 y CD4, respectivamente; se enfatiza
el papel regulador del bérax en BALB/c sobre CMI secretados por monocitos y macréfagos
estimulados con lipopolisacaridos (LPS), como una importante respuesta a la infeccién y
enfermedades como el cancer; la actividad del bdérax se asocia con la interaccién de
grupos OH o N en ligandos especificos como nucleédtidos flavin/pirimidina y serina
proteasas, mediante a) el resto ribosil del nucledtido a través de cis-OH, o b) en el caso de
serina proteasas el envolvimiento del grupo imidazol de la His via N o grupo OH sobre Ser;
contribuyendo a la modulacién de la actividad enzimdtica mediante el control de
funciones relevantes como el estallido respiratorio, esencial para la defensa contra
infecciones; asimismo, se deduce por el efecto del bortezomib (BTZ), un compuesto a base
de B que da lugar a la inhibicién del proteosoma 26S necesario para la proliferacion
celular, que el bérax podria ayudar a la estabilizacion del complejo antigeno-receptor
(Sefnalizacion Wnt) en la superficie de los linfocitos y por tanto, a su proliferacion

(Routray y Ali, 2016).
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En humanos, el papel del bdérax esta relacionado la disminucién de biomarcadores
proinflamatorios como la concentracidon de TNF-a, proteina C reactiva altamente sensible
(hsCRP) y IL-6 en plasma; un aumento en los niveles de testosterona y disminucion de

estradiol después de su administracion (Naghii et al., 2011).

11.3.4.4. Actividad antineoplasica
Diversas investigaciones demuestran el efecto citotdxico de compuestos de B en ciertas
lineas de cancer. En relacidon a HepG2, se evidencia el efecto antiproliferativo y apoptético
del bérax dosis-tiempo-dependiente, a una concentracion inhibitoria media maxima (1Cso)
de 4 m; la inhibicién del crecimiento es asociada a apoptosis via mitocondrial fase
temprana por regulacidon positiva de TP53 y niveles de transcrito Bax, y regulacién
negativa de transcrito BCL-2; la activaciéon de TP53 da lugar a la despolarizacion del

potencial de membrana mitocondrial (PMM) y con ello a la muerte celular (Wei et al.

2016). Otro estudio demuestra el efecto antiproliferativo del bérax 4 mM sobre HepG2,
asociado a procesos bioldgicos como respuesta inflamatoria, estrés oxidativo, apoptosis y
transduccidn de sefiales, en funcion de alteraciones en la expresion de 530 genes, 146 por
regulaciéon negativa y 384 por regulacidon positiva; regulacién negativa de MYO10, y
PRUNE1, DDIT3, HSPB-1 relacionados a metdstasis, miR-4521 a transduccion de senales,
PLODI y BID asociados a apoptosis; regulacion positiva de TNFAIP3, caspasa 6, Bax, IL-6,

IL18, MAP2K6 vinculados con inflamacién, estrés y apoptosis (Wu et al., 2019). Recientes

estudios demuestran el efecto cito y genotdxico del acido bérico sobre HepG2, dosis-
dependiente a una ICso de 24 mM; el daino gendmico es ligado a cambios importantes en
el perfil transcriptdémico, especificamente la regulacidon negativa de transcripciones del
ciclo celular, reparacion del ADN, organizacién cromosdmica, y la regulacién positiva de
transcripciones apoptéticas; las caracteristicas morfoldgicas del dafio indican muerte por
senescencia como arresto del ciclo celular en el crecimiento de HepG2 y fase temprana de

apoptosis (Tombuloglu et al., 2020).

Por otra parte, en la linea humana de cancer de préstata DU-145, el acido bérico ejerce
efecto citotéxico dosis dependiente a una ICso de 10.77 mM; la inhibicion del crecimiento

es asociada a apoptosis, estrés oxidativo y alteraciones morfoldgicas como encogimiento,
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disminucion celular y condensacién nuclear (Hacioglu et al., 2020). Cabe mencionar que

en la linea humana de leucemia HL-60, se describe el efecto citotdxico del bérax y el acido
bdrico dosis dependiente a una ICso de 500 pM, la inhibicién del crecimiento es asociada a

apoptosis; el acido bdrico muestra un mejor efecto (Canturk et al., 2016).

11.3.5. Bérax y otros efectos bioldgicos
El borax actla como agente protector de cardiomiocitos en cultivo in vitro de modelo
murino, mediante la regulacidon negativa de la expresion génica a CH inducida con ISO, por
estimulacion de la tasa de proliferacién e inhibicidon de la apoptosis; el pretratamiento de
borax 13 uM inhibe el efecto hipertréfico por reduccidon de receptores adrenérgicos alAR
y B1AR, proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKs) particularmente Erk1/2,
expresion tardia de c-jun, c-fos y c-myc, y disminucidon de factores de transcripciéon
GATA-4, NFAT, NKx2.5 y miogenina. Su administracién simultanea con ISO 10 uM provoca
la inhibicién parcial de Aktl y Erk1/2, disminucion de NFAT y pérdida de actividad de

c-mycy c-jun (Herndndez et al., 2020).

Por otra parte, se reporta su potencial efecto epigenético sobre el grado de metilacion
global del ADN en tejidos de SNC, corazdn, higado y pancreas de modelo BALB/c,
mediante la disminucion de los patrones de metilacién global por suplementacion de B
(1mg/d) en la dieta estandar; particularmente el bérax ejerce mejor efecto epigenético en

tejido pancreatico (Martinez, 2018).

En relacidn a su efecto quimioprotector, se ha descrito que el bérax es antigenotdxico
para la accion de aflatoxina B1 (AFB1) en linfocitos humanos; AFB1 es una toxina
producida por Aspergillus flavus contaminante de alimentos, considerada carcindgena y
mutagénica en animales y humanos, es por ello que la busqueda de agentes eliminadores
de radicales libres es de interés, en este contexto, se ha demostrado que el bdrax inhibe
perfiles citogenéticos como la tasa de formacién de micronucleos (MNs) y el intercambio

de cromatides hermanas (SCEs) inducidos por AFB1 (Turkez et al., 2012).
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11.3.6. Compuestos bordnicos
Con respecto a farmacos a base de B, la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) ha aprobado cinco medicamentos de acido bordnico (Figura 8), los cuales tienen
potencial en diversos padecimientos y actividad antineopldsica; a) BTZ es descrito como el
primer farmaco aprobado para el tratamiento de mieloma multiple (MM), cuyo
mecanismo de accion es la inhibicidon del proteosoma mediante ubiquitinacidn selectiva,
blogueando Ila degradacion de proteinas apoptdticas en células tumorales;
b) ixazomib, analogo de BTZ fue aprobado también para tratamiento de MM con mismo
mecanismo de accidn; c) tavaborole se utiliza para el tratamiento de onicomicosis, cuya
accion es la inhibicién de ARNt sintetasas fungicos para prevenir su sintesis proteica;
d) crisaborole es empleado para tratar la dermatitis atdpica, mejor conocida como
eccema, actuando como inhibidor de la fosfodiesterasa 4 (PDE-4) y liberador de citocinas
proinflamatorias; y e) vaborbactam es utilizado para infecciones bacterianas mediante la

inhibicidon de B-lactamasa (Plescia y Moitessier, 2020). Otros compuestos andlogos para

padecimientos como diabetes mellitus, tripanosomiasis, eccema, hepatitis C, vaginosis

bacteriana, cancer e infecciones de tuberculosis estan bajo investigacion.

a) b)

Velcade® (Bortezomib) Ninlaro® (Ixazomib)

c) d) e)

Kerydin® (Tavaborole) Eucrisa™ (Crisaborole) Vabomere™ (Vaborbactam)

Figura 8. Farmacos a base de B aprobados por la FDA. Obtenida de Plescia y Moitessier, 2020.
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Asociado al efecto de compuestos bordnicos, se ha demostrado que la combinacion de
curcumina con 2-aminoetil difenil borato (DPBA) y BTZ, da lugar a la inhibicién del
crecimiento en MCF-7 y la linea humana de cancer de pulmén (A549), potenciando su
efecto antioxidante y antiproliferativo a una ICsode 19.5 mM y 32.3 mM, respectivamente

(Kim et al., 2018).

Por otra parte, el fructoborato de calcio (CF) comercialmente FruiteX-B®, es un complejo
de fructosa con dacidos bordnicos (intracelular) o ésteres (extracelular), vendido como
suplemento por su contribucién en el mantenimiento éseo y la salud cardiovascular

(Marone et al., 2016; Mogosanu et al., 2016), asi como otros beneficios en la salud

humana relacionados a osteoroporosis, artritis, inflamacién y dolor (Scorei y Scorei, 2013;

Scorei et al., 2009; Scorei vy Rotaru, 2011); su mecanismo de accidon esta asociado a la

inhibicion de citocinas proinflamatorias como IL-6 e ILB-1 (Scorei y Rotaru, 2011). En

pacientes con artritis reumatoide activa (AR) se ha demostrado la disminucién de CMI,
gue incluyen tasa de sedimentacion eritrocitica (ESR), hsCRP, IL-1a, IL-6 y TNF-a, en
tratamientos con CF y bérax como coadyuvantes con etanercept; CF muestra mejor efecto

antiinflamatorio sobre AR (Hussain et al., 2017). Asimismo, la mejora en la salud

cardiovascular esta relacionada con la disminucion de lipoproteinas de baja densidad

(LDL), triglicéridos (TG), IL-6 y IL-1B (Rogoveanu et al., 2015).

En células de BC MDA-MB-231, se ha demostrado el efecto cito y apoptdtico del CF dosis
dependiente a una ICso de 2.25 mM, mediante apoptosis independiente de TP53 regulado
negativamente y de transcrito BCL-2, y regulacidén positiva de procaspasa 3, caspasa 3 y

cyt c citosolico (Scorei et al., 2008). Otro estudio en MDA-MB-231 corrobora el efecto

citotoxico del CF dosis dependiente a una ICsp de 50 uM, por inhibicidn de la proliferacion
celular y actividad antimetastasica mediante apoptosis por regulacién positiva de
caspasa 3 y negativa de factor de incremento endotelial vascular (VEGF)

(Tepedelen et al., 2017).
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11.4. Epigenética

El material genético se encuentra empaquetado como cromatina en las células, en
unidades fundamentales de repeticion denominados nucleosomas, con dos copias de
histonas principales H2A, H2B, H3 y H4 que forman un octdmero rodeadas por un
segmento de ADN de 147 pares de bases (pb); los nucleosomas estdn separados por ADN

de 10 a 60 pb (Figura 9) (Cheng et al., 2019). El fenotipo de las células fue explicado

durante mucho tiempo por las bases genéticas a raiz del descubrimiento de la estructura
del ADN, sin embargo, la diversidad de fenotipos en los organismos que compartian el
mismo genoma, no podia ser solamente explicada por alteraciones en las secuencias del

ADN, es asi como surge una nueva area llamada epigenética (Cheng et al., 2019). El

término fue introducido por el embridlogo Conrad Waddington en 1942 como
“epigénesis”, en definicibn a multiples procesos de desarrollo entre el genotipo y el
fenotipo; posteriormente hasta el siglo XXI se conceptualizdé como la investigacién sobre
las alteraciones de la cromatina por modificaciones quimicas del ADN o de las proteinas

histonas, sin cambios en la secuencia nucleotidica (Deichmann, 2016).

Figura 9. Arquitectura de la cromatina en células eucariotas. a) Estructura de un
mononucleosoma. El ADN (gris) se envuelve alrededor de dos copias de H2A (naranja), H2B (rojo),
H3 (azul) y H4 (verde). b) Octamero de histonas. c) Representacion esquematica de la arquitectura

del genoma. Obtenida y editada de Miller y Muir, 2015.
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La epigenética es un mecanismo gendmico que influye de manera reversible en la
expresion génica, mediada por factores intracelulares como las modificaciones quimicas al
ADN e histonas, y extracelulares como los factores ambientales que incluyen
componentes nutricionales y dietéticos, el estilo de vida, el ejercicio, las toxinas, entre
otros, estimulos que en conjunto dan lugar a la remodelacién del genoma constructiva o

perjudicialmente (Abdul et al., 2017; Cheng et al., 2019). Estos cambios contribuyen a

procesos biolégicos como el crecimiento celular, la diferenciacién, y también al desarrollo

de enfermedades (Cheng et al., 2019). Los elementos modificadores reguladores (EMR) se

dividen de acuerdo a sus papeles como “escritor”, “lector” y “borrador”; los escritores y
borradores son las enzimas que transfieren o eliminan grupos quimicos hacia el ADN e
histonas; por otra parte, los lectores son proteinas que tienen la capacidad de reconocer

el ADN o las histonas modificadas (Figura 10) (Cheng et al., 2019).

Figura 10. Elementos modificadores reguladores de la cromatina, escritores, lectores y borradores.

Obtenida y editada de Brien et al., 2016.
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Los eventos epigenéticos actlan en sinergia e incluyen metilacién del ADN, modificaciones

de histonas y accién de ncARNs, principalmente IncARNs y miARNs (Figura 11)
(Bhol et al., 2019; Singhal et al., 2016; Villanueva et al., 2020).

Figura 11. Eventos epigenéticos. Metilacion de ADN, modificacién de histonas, modulacion de la

expresion génica mediada por ARNs no codificantes. Obtenida y editada de Zaidi et al., 2010.

1.4.1. Metilacion del ADN
La metilacion del ADN es una de las modificaciones epigenéticas mejor caracterizadas,
estudiadas y diversas entre las especies, ocurre en los contextos CG, CHG y CHH, donde H
puede ser A, C o T; es una marca epigenética estable que da lugar a la regulacién de la
expresidon génica y juega un papel importante en el crecimiento y desarrollo de plantas y

mamiferos, conservada en el contexto CG mejor conocido como “sitios CpG”

(Bartels et al., 2018).
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En particular, en mamiferos es introducida de novo por ADN metiltransferasas 3
(DNMTs3) durante el desarrollo temprano en las células germinales y para su
mantenimiento en las células somaticas por ADN metiltransferasas 1 (DNMTs1)

(Bartels et al., 2018; Jeltsch y Jurkowska, 2014). La metilacién del ADN es relevante para la

estructura de la cromatina y participa en procesos biolégicos como el mantenimiento
celular, el silenciamiento de elementos transponibles, la regulacion de la expresion génica,

la inactivacién del cromosoma X y la impronta gendmica (Li v Zhang, 2014; Zeng y Chen,

2019).

Esta modificacidn ocurre en dinucleétidos CpG por la adicion de un grupo metilo (CHs) en
la posicion 5 de la pirimidina en la 2’-desoxicitosina (2dC) para formar
5-metil-2’-desoxicitosina (5mC); reaccidn catalizada por DNMTs y SAM donador de grupos

CHs (Figura 12) (Abdul et al., 2017; Bartels et al., 2018; Grazioli et al., 2017; Singhal et al.,

2016; Villanueva et al., 2020).

Figura 12. Metilacidn de la citosina. Adicion de un grupo metilo (rojo) en la posicién 5 del anillo de
la pirimidina por acciéon de SAM y asociacién covalente de DNMTs con la posicion del carbono 6

(flecha verde); se muestra el emparejamiento de bases CG (lineas azules). Obtenida y editada de

Liy Zhang, 2014.
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1.4.1.1. Metilacion del ADN de mantenimiento y desmetilacion
Los patrones de metilacion del ADN son transmitidos de manera estable en células
somaticas, durante la replicacién del ADN por accién de DNMT1 con gran afinidad hacia el
ADN hemimetilado; de manera general, DNMT1 es reclutada directamente por el antigeno
nuclear en proliferacion (PCNA), y la proteina 1 de unidn a ADN hemimetilado (UHRF1); de
este modo, DNMT1 es regulada por enzimas asociadas a la cromatina como la desmetilasa
1 especifica de lisina (LSD1) mediante modificaciones postraduccionales (PTMs)

(Kim vy Costello, 2017).

La eliminacion de la metilacion del ADN puede darse mediante mecanismos pasivos y
activos; la desmetilacion pasiva del ADN ocurre por la pérdida de la maquinaria de
metilacion durante las subsecuentes etapas de replicacién, mientras que, la desmetilacion
activa del ADN se produce por un proceso enzimatico que elimina o modifica grupos CHs,
por enzimas de la familia de translocacion diez-once (TET), las cuales oxidan 5mdC a
5-hidroximetil-2’-desoxicitosina (5hmdC); 5hmdC puede oxidarse adicionalmente a

5-formilcitosina (5fC) y/o 5-carboxicitosina (5caC) (Figura 13) (Gujar et al., 2019;

Kim vy Costello, 2017; Lio et al., 2020).

Figura 13. Metilacion del ADN y desmetilacién del ADN; desmetilacidn pasiva y activa.

Obtenida y editada de Zeng y Chen, 2019.
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11.4.1.2. Metilacion del ADN de novo
La metilaciéon del ADN de novo es un proceso dinamico en etapas de desarrollo temprano
en células germinales, ocurre durante la gametogénesis y embriogénesis después de la
fertilizaciéon, mediante la accion de DNMT3L, homdlogo de DNMT3 que interactta con la
histona H3 lisina K4 (H3K4) no metilada, para el reclutamiento de DNMT3A y DNMT3B;
ambas enzimas interaccionan con desacetilasas, metiltransferasas H3K9 y factores de
transcripcion represivos, que en conjunto con otros componentes inducen la
remodelacién de la cromatina por modificaciones de las histonas H3K4me

(Gujar et al., 2019; Kim y Costello, 2017).

11.4.1.3. Metilacidn global y especifica del ADN
El grado de metilacion global hace referencia al contenido total de 5mdC en el genoma; en
mamiferos, alrededor del 70 % al 90 % de los sitios CpG se encuentran metilados sin
uniformidad en su distribucién, y estan ubicados en secuencias intergénicas, secuencias
de ADN repetitivas y exones; es un bioindicador de eventos epigenéticos a gran escala, en
el que la hipermetilacidn global denota la ganancia de metilacidn en sitios particulares que
no lo estan en condiciones normales, mientras que, la pérdida de ésta se relaciona con
tasas elevadas de mutacion, activacion de elementos transponibles, fragmentacion del
cromosoma y otros fenédmenos de inestabilidad gendmica global

(Dabrowski y Woijtas, 2019; Singhal et al., 2016).

Generalmente, se emplean procedimientos analiticos para la determinacién de metilaciéon
global (Tabla 6), calculada como el porcentaje molar de citosinas metiladas con respecto a

las citosinas totales (Alcazar et al., 2016; Chen et al., 2013; lLopez et al., 2011;

Rastegar et al., 2018), descrita en la siguiente ecuacién:

5mdC

9 =
omdC = 5ac

Férmula de metilacion global del ADN
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Procedimientos de HPLC, y acoplados a espectrometria de masas (MS) debido a su
sensibilidad, reproducibilidad, y confiabilidad de los resultados son los de eleccidn, los
cuales, permiten evaluar la metilacién en las nucleobases del ADN o ARN mediante el

seguimiento de los nucleésidos y sus modificaciones (Gawade et al, 2016;

Huang et al., 2016; Lai et al., 2019; Lan et al., 2019; Liang et al., 2016; Liao et al., 2019;

Qi et al., 2019; You et al., 2019). En MS los espectros de los nucledsidos de interés

correspondientes a su ion molecular protonado [M+H]+, ion molecular fragmentado
[M-desoxirribosal]+ y su dimero iénico [2M+H]+ son monitoreados. Espectros de masas
correspondientes a dC, 5mdC y 5hmdC se muestran en las Figuras 14, 15y 16.
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Figura 14. Espectro de masas de dC, a) ion molecular protonado [M+H]*, b) ion molecular

fragmentado [M-desoxirribosa]* y c) dimero iénico [2M+H]*. Obtenida de Martinez, 2018.
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Figura 15. Espectro de masas de 5mdC, a) ion molecular protonado [M+H]*, b) ion molecular

fragmentado [M-desoxirribosa]* y c) dimero idnico [2M+H]*. Obtenida de Martinez, 2018.
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Figura 16. Espectro de masas de 5hmdC, a) ion molecular protonado [M+H]*, b) ion molecular

fragmentado [M-desoxirribosa]* y c) dimero iénico [2M+H]*. Obtenida de Martinez, 2018.
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En seguimiento a la metilaciéon global del ADN, en particular para MCF-7
(Subtipo Luminal A; consultar Tabla 1) que es positiva para el receptor de estrégeno,
proteinas de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP): BP-2, BP-4 y BP-5,
y expresiéon del oncogén WNT7B, y cuyo crecimiento es inhibido por el TNF-a

(Coleccion de Biologia Celular ATCC, 2020); su perfil de metilacion global del ADN como en

otras lineas de cancer (A549 y A2780) se caracteriza por hipometilacién 5mdC=3.1 %, en

comparacion con el patrén global en otros organismos (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentajes de metilacion global del ADN en diferentes muestras, incluyendo

plantas, animales, bacterias y células de cancer MCF-7, A549, A270°.

Muestra % 5mdC Referencia
Plantas 11.34
Animales 6.08 (Choi et al., 2009)
Bacterias 6.31
Leucocitos de pacientes con BC 3.98
MCF-7 =3.4 (Bachman et al., 2014; Lewinska

etal., 2017; Lewinska et al.,
2017)

A549 1.9 (Iglesias et al., 2015)

A2780 2.3

aA2780, linea humana de cancer de ovario.

Por otra parte, el grado de metilacion especifica es asociado con la represion
transcripcional o el silenciamiento de los genes, que normalmente implica hipometilacién
de promotores constitutivos llamados “housekeeping”, y genes supresores de tumores; su
analisis permite comprender la regulacion en estas secuencias particulares,

proporcionando informacién sobre la proliferacién celular y patrones inusuales o
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conocidos como “aberrantes” en dichas regiones, debido al bloqueo de factores de

transcripcién y moléculas asociadas (Singhal et al., 2016; Urbano et al., 2019).

Las células cancerosas presentan hipometilacién global del ADN e hipermetilacion en
regiones promotoras de genes de supresion tumoral, caracteristicamente para cada tipo

de neoplasia (Grazioli et al., 2017; Kim y Costello, 2017; Locke et al., 2019; Zeng y Chen,

2019). Por lo regular, para su determinacion se emplean técnicas de biologia molecular

(Pérez et al., 2019; Sestakova et al., 2019) (Tabla 6).

Tabla 6. Métodos para analisis de metilacién del ADN. Consultar tabla completa de

Kurdyukov Y Bullock, 2016.

Método Cantidad de gADN Referencia

Métodos de metilacidn global del ADN

LC-MS/MS 100 ng-1 pg (Le et al., 2011;

Quinlivan y Gregory,

2008; Liu et al., 2008;

Song et al., 2005)

Ensayo luminométrico de 250-500 ng (Karimi et al., 2006;
metilacion (LUMA) Karimi et al., 2006)
Pirosecuenciacién LINE-1 50 ng (Estécio et al., 2007)
HPLC-UV 3-10 ug (C.Kuo et al., 1980)

Métodos para identificacion de regiones diferencialmente metiladas

Kit MethylCap

(Diagenode)

Enriquecimiento de regiones 200 ng-1.2 pg
(De Meyer et al.,
5mdC por pull-down con Kit de enriquecimiento
2013; Hsu et al., 2014)
proteina MBD (seguimiento ADN metilado
por NGS o microarreglos) MethylMiner™
5ng-1ug
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Métodos para identificacion de regiones diferencialmente metiladas

Enriquecimiento para regiones
5mdC por proteinas pull-down

MBD2b/MBD3L1 (basado en

(De Meyer et al.,

1ng-1pg 2013; Tompkins et al.,
MIRA) (seguimiento por NGS o 2012)
microarreglos)
HumanMethylation450 0.5 ng-1 pg (Marabita et al., 2013)
Matriz BeadChip Illumina
WGBS 50-100 ng (Johnson et al., 2012;
[llumina Ziller et al., 2015)
RRBS 1ug (Lee, 2014; Meissner
lumina et al., 2005)
Meti-MiniSeq 100 ng-5 ug (Gotze et al., 2015;

(RRBS mejorado)

Meissner et al., 2005)

Basado en PCR (digestion

seguida por PCR)

One Step Kit gMethyl™
(Zymo Research)

220 ng

Kit EpiTect Il metilacién
del ADN (Qiagen)

1-4 pg

2014; Rao et al., 2012)

(Al-Moghrabi et al.,
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1.4.2. Modificaciones de histonas
Las histonas son proteinas alcalinas altamente conservadas en células eucariotas,
compuestas de aminodcidos basicos (generalmente Lys y Arg), encargadas de empaquetar
y ordenar el ADN en compartimentos especializados llamados nucleosomas, los cuales son
unidades repetidas de cromatina formados de un octamero de cuatro histonas: H2A, H2B,

H3 y H4 (Figura 8) (Abdul et al., 2017; Grazioli et al, 2017; Mduller y Muir, 2015).

Las histonas juegan un papel importante en los cambios de estado activo e inactivo de la
cromatina, regulando la expresién génica por la modulacién de su conformacién y

accesibilidad (Abdul et al., 2017; Villanueva et al., 2020). Las alteraciones de histonas son

PTMs que comunmente incluyen acetilacion (Lys), metilaciéon (Lys, Arg y GIn) vy
fosforilacion (Ser y Thr) de regiones de histonas especificas, especialmente H3 y H4

(Grazioli et al., 2017; Muller y Muir, 2015; Villanueva et al., 2020). Otras PTMs son la

O-GlucosilNAcetilacion, amidacion, hidroxilacién, ubiquitinacion, &acido piroglutamico,
sulfatacién, ADP-ribosilacién, desaminacidn e isomerizacion de prolina (Tabla 7)

(Villanueva et al., 2020).

11.4.2.1. Acetilacion de histonas
Fue una de las primeras PTMs identificadas, que consiste en la adicién o eliminacién de un

grupo acetilo (CH3CO) en residuos de Lys extremo N-terminal (Abdul et al., 2017;

Villanueva et al., 2020). Estas reacciones son catalizadas por enzimas histonas

acetiltransferasas (HATs) que afiaden grupos CH3CO, e histonas deacetilasas (HDACs) que
los eliminan; la acetilacién remueve la carga positiva de las histonas disminuyendo la
interaccion con la carga negativa del grupo fosfato (PO4*) del ADN vy, por lo tanto, es
asociada con la activacion de la transcripcion al favorecer el relajamiento de la cromatina;
las HDACs pueden revertir este proceso, el cual es relacionado con la reduccion de la

actividad transcripcional (Grazioli et al., 2017; Villanueva et al., 2020).
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Tabla 7. PTMs mas frecuentes, su localizacion y funciones. Obtenida y editada de

Virag et al., 2020. Consultar lista de aminoacidos.

PTM Localizacién Funciones primordiales
Acetilacién Lys N-terminal Localizacién subcelular, estabilidad proteica,
regulacién de interacciones ADN-proteinas
Metilacién Lys, Arg Regulacion de interacciones proteina-proteina
Fosforilacién Ser, Thr, Tyr Regulacién de actividad enzimatica
O-GlucosilNAcetilacién Ser, Thr/Asn Estabilidad de plegamiento proteico
Amidacion C-terminal Transduccion de sefiales, reconocimiento de
receptores
Hidroxilacion Pro, Lys Estabilidad de colageno

Ubiquitinacion

Lys, Cys, Ser, Thr

Degradacién proteosomal

N-terminal
Acido piroglutamico Glu, GIn Estabilidad proteica
Sulfatacion Tyr Fortalecimiento de interacciones

proteina-proteina

ADP-ribosilacion

Lys, Arg, Asn, Glu

Sefializacién celular, reparacion del ADN

Desaminacion

Glu

Obtencion de energia, detoxificacidn celular

Isomerizaciéon de

prolina

Pro

Produccion de coldageno, mantenimiento éseo
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11.4.2.2. Metilacion de histonas
Consiste en la adicién de grupos CHs a residuos de Lys y/o Arg catalizada por enzimas
histonas metiltransferasas (HMTs), y en su eliminacién por histonas desmetilasas (HDMs)

(Abdul et al., 2017; Villanueva et al., 2020). En funcidn del residuo modificado y el grado

de metilacién (residuos “K” mono, di o trimetilados) la PTM da lugar a la activacién de la
transcripcién o a su represion; PTMs como H3K4me3, H3K36me3 o H3K79me3 se llevan
mayormente en regiones de genes activadas, mientras que, H4K9me3, H3K20me3 o

H4K27me3 son asociadas con silenciamiento génico (Abdul et al, 2017;

Villanueva et al., 2020).

11.4.2.3. Fosforilacion de histonas
Consiste en la adicion de grupos PO4* en residuos de Ser, Thr y/o Tyr catalizada por
enzimas histona cinasas (HKs); es asociada con la activacion de la transcripcién por su
papel positivo en la sefializacidn celular, y en la conformacion accesible de la cromatina,
siendo la regulacidn de su estructura por fosforilacion de histonas particularmente crucial

durante la progresidon del ciclo celular (Muller y Muir, 2015; Villanueva et al., 2020).

11.4.3. Expresion de ncARNs
Los ncARNs representan alrededor del 90 % del genoma humano e incluyen diferentes

tipos en funciéon de su tamafio (Villanueva et al., 2020). Entre los ncARNs>200 pb se

encuentran los IncARNs, pseudogenes y ARNs circulares (circARNs), mientras que,
miARNs, ARNs pequefios derivados del tARN (tARNs), y ARNs asociados a Piwi (piARNSs)

abarcan los ncARNs<200 pb (Cheng et al., 2019; Villanueva et al., 2020). Estas moléculas

de ARN juegan un relevante papel en la modulacién de la expresion génica, cuya
desregulacién es asociada con la patogénesis de diversas enfermedades, incluyendo el

cancer (Villanueva et al., 2020). Los miARNs son los ncARNs mas estudiados, encargados

de la represién de ARNs mensajeros (mARNSs), por la unién a secuencias especificas en
regiones 3’ no traducidas; asimismo, los circARNs han generado gran atencién por su
papel clave en la mediacion de la diafonia bioldgica célula-célula/tejido-tejido

(Grazioli et al., 2017).
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1.4.4. Moduladores epigenéticos y progresion del cancer
La heterogeneidad del cdncer involucra factores hereditarios y ambientales, por ello, la
comprensién de los procesos epigenéticos normales e inusuales brinda potencial para el

desarrollo de tratamientos mas eficaces y con menores efectos secundarios (Figura 17).

Figura 17. Regulaciones epigenéticas en cancer. A través de la metilacion del ADN, modificaciones
de histonas, remodelacién de la cromatina y regulacién de ncARNs la epigenética representa un
papel importante en la tumorigénesis. Estos cambios principales presentan efectos reversibles
sobre la activacion y silenciamiento génico a través de enzimas epigenéticas y asociaciéon de
proteinas. Participacidn de enzimas: DNMTs, TET, HATs, HDACs, HMTs, HDMs. MLL, Leucemia

aguda de fenotipo mixto. Obtenida y editada de Cheng et al., 2019.
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Gracias a las investigaciones en relaciéon a los EMR de la epigenética que se dividen en
“escritores”, “lectores” y “borradores”, se ha logrado dirigir fdrmacos bajo su modulacion,

actualmente, en diferentes fases de pruebas clinicas (Tabla 8).

Tabla 8. Principales elementos epigenéticos y sus fases de pruebas clinicas.

Obtenida de Ganesan, 2018.

Elementos epigenéticos Fase de prueba clinica

Escritores

DNMTs Aprobado para sindrome mielodisplasico,
leucemia mielomonocitica crénica y mieloide
aguda

HMTs Ensayos clinico

Arginina metiltransferasas (PRMTs) Ensayos clinico

HATs Preclinico

Borradores

Histonas desmetilasas TET Descubrimiento

Desmetilasas especificas de Lys (HDM1) Ensayos clinico

Jumoniji C desmetilasas (HDM2-7) Preclinico

HDACs Zn-dependiente Aprobado para linfoma de células T
(Hodgking)

HDACs Sirtuina (Sirts) Preclinico

Lectores

Bromodominios (BRDs) Ensayo clinico

Cromodominios (CRDs) Preclinico

Dominios Tudor (TDRs) Preclinico
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La regulaciéon de un gen implica la modulacién de mas de un evento epigenético, hasta el
momento, la FDA ha aprobado seis farmacos epigenéticos para su uso clinico en el

tratamiento del cancer (Tabla 9) (Cheng et al., 2019).

Tabla 9. Medicamentos epigenéticos aprobados por Ila FDA. Obtenida de

Cheng et al., 2019. MDS, Sindrome mielodisplasico; CTCL, Linfoma cutdneo de células T;

PTCL, Linfoma periférico de células T.

Nombre Ao de
Compuesto Sinénimo Condicidn
clinico aprobacion
Azacitidina 5-Azacitidina, Vidaza MDS 2004/FDA USA
5-Aza-CR
5-aza-2'-desoxicitidina 5-Aza-CdR, Dacogen MDS 2006/FDA USA
decitabina
Acido hidroxamico Vorinostat Zolinza CTLC 2006/FDA USA
suberoilanilida (SAHA)
Romidepsina Depsipéptido, Istodax CTCL 2009/FDA USA
FK-229, FR901228
Belisnotat PXD101 Beleodaq PTCL 2014/FDA USA
Pabinostat LBH589 Farydak Mieloma 2015/FDA USA
multiple
Chidamida Tucidinostat, Epidaza PTCL 2015/FDA
HBI-8000 China
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Dentro de los medicamentos de desmetilacion del ADN se encuentran la 5-Aza-CR mejor
conocida como azacitidina, y la 5-Aza-CdR como decitabina; azacitidina es un analogo de
la citidina, utilizado en el tratamiento de los CTLCs, induciendo la proliferacién celular y la
reexpresion de genes inactivados, sin embargo, anomalias fetales y pérdida de fertilidad
masculina son efectos secundarios; decitabina y otro andlogo de tipo nucleésido
5-fluoro-2'-desoxicitidina (5fdC), inhiben la metilacion dosis dependiente, reactivando
genes en dosis bajas, pero, dan lugar a citotoxicidad en células somaticas con dosis altas y

mielosupresion como efecto negativo (Cheng et al., 2019).

Por otra parte, en relacién a la inhibicion de HDACs se han identificado diversos
compuestos, clasificados en cinco grupos: acidos grasos de cadena corta, acidos
hidroxamicos, benzamidas, péptidos ciclicos y moléculas hibridas; en particular, los acidos
hidroxamicos han cobrado relevancia por su homologia con HDACs, los cuales imitan a los
sustratos de Lys y quelan el zinc bidentado; igualmente, otros inhibidores de HDACs son la

romidepsina, belinostat, panobinostat y la chidamida (Cheng et al., 2019). Ademas,

lectores BRDs son EMR que han cobrado relevancia, siendo blanco de diversos
compuestos antineopldsicos (inhibidores de la familia de proteinas de BDRs y dominio
extraterminal (BETs)) para la inhibicion de sus sustratos enzimaticos (Tabla 10). De
acuerdo a estos avances hacia EMR, la terapia epigenética dirigida tiene gran potencial en
el tratamiento de diversos tipos de neoplasias sobre su compleja heterogeneidad; aunque
hasta ahora se han descrito mejores efectos en tumores hematoldgicos, siendo
prometedora para el desarrollo de combinaciones eficaces en tipos de cancer especificos,
por lo que es necesaria la comprension de los mecanismos del epigenoma en los tumores

sélidos, en especial, en aquellos quimiorresistentes como el BC (Das et al., 2019;

Nan et al., 2019).
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Tabla 10. Inhibidores BETs. Consultar tabla completa de Pérez y Esteller, 2017; CTI de

ClinicalTrials.gov/NIH USA

Etapa Referencia/ldentificacion

Compuesto Tipo de tumor clinica | de ensayos clinicos (CTI)

(Chapuy et al., 2013;
Mertz et al., 2011; Ott et
Neoplasias hematoldgicas al., 2012; Soodgupta et
al., 2015; Zuber et al.,

2011)

(Lenhart et al., 2015;
Lockwood et al., 2012;
Cancer de pulmén Peifer et al., 2012;
Shimamura et al., 2013;

Tsai et al., 2015)
(Shu et al., 2017; Bihani
etal., 2015; Borbely et
al., 2015; Clarke et al.,
BC 2003; Motta et al., 2017;
Feng et al., 2014; Pérez et
al., 2016; Sengupta et al.,

2015)
preclinico (Asangani et al., 2014;
(+)-JQ1 Cancer de préstata Blee et al., 2016; Chan et
al., 2015; Klocker et al.,
1994)
(Garcia et al., 2016;
Céancer pancreatico Kumar et al., 2015;

Mazur et al., 2015)
(McCleland et al., 2016;

Zhang et al., 2015)

(Hong et al., 2016;

Li et al., 2016)
(Cheng et al., 2013;
Liu et al., 2015)
(Bandopadhavyay et al.,
2014; Henssen et al.,
2013; Venkataraman et

Meduloblastoma al., 2014)

Cancer de colon

Cancer de higado

Glioblastoma
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Compuesto

Tipo de tumor

Etapa
clinica

Referencia/CTI

I-BET762
(GSK525762)

Neoplasias hematoldgicas

Carcinoma de linea media
NUT

Cancer de pulmodn de
células pequefias

Cancer de pulmén de
células no pequeiias

Cancer de colon

Neuroblastoma

Cancer de préstata
resistente a la castracion

BC triple negativo

BCER (+)

Sujetos con tumores
sélidos impulsados por
MYCN

Mujeres sanas en
combinacién con
itraconazol y rifampicina

Ensayos
clinicos

NCT01943851

NCT01587703

NCT01587703

NCT02706535

MM

Cancer de préstata

Preclinico

(Chaidos et al., 2014)

(Wyce et al., 2013)

BMS-986158

Tumores sdlidos avanzados

ABBV-075

Cancer avanzado

BC

Cancer de pulmodn de
células pequefas

MLL

MM

GS-5829

Cancer de préstata
metastasico resistente a la
castracion (y en
combinacién con
enzalutamida)

Tumores solidos y linfomas
(en combinacién con
exemestano)

BC ER (+) (en combinacion
con fulvestrant)

Ensayos
clinicos

NCT02419417

NCT02391480

NCT02607228

NCT02392611
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JUSTIFICACION
Ill. JUSTIFICACION

Diversas investigaciones sefalan los multiples efectos benéficos de compuestos de B, en
particular, el bérax contribuye importantemente en una gama de procesos bioldgicos ya
descritos. En relacion a su actividad antineoplasica se ha indicado su papel citotéxico,
antiproliferativo y apoptético, principalmente en HepG2, y otras lineas como DU-145 vy
HL-60.

Por otra parte, bioindicadores como la metilacién global del ADN, proporcionan
informacién para la comprensién de la modulacidn epigenética en la progresion del
cancer, en especial en la heterogeneidad del BC.

Por ello, en este trabajo se evalud el papel del bérax sobre MCF-7, y su relacion con la
metilacion global del ADN, ya que hasta el momento solo se han referido efectos
relevantes de terapia epigenética en tumores hematolégicos, siendo prometedor conocer
el papel del boérax sobre la regulacion de este bioindicador para el desarrollo de
tratamientos coadyuvantes mas eficaces y con menores efectos secundarios.

En este sentido, se recurrié a un procedimiento de cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas (UPLC-HRMS), debido a su sensibilidad, reproducibilidad, y
confiabilidad de los resultados; para la determinacidn del porcentaje de nucledsidos dC vy

5mdC.
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IV. HIPOTESIS

Planteada: “El borax tendra un efecto citotéxico en MCF-7 y conducird a cambios en los
patrones de metilacion global del ADN”.
Afirmaciones:
1) El borax tiene un efecto citotdxico, apoptotico y epigenético en MCF-7.
2) El bdérax no tiene un efecto citotdxico importante y apoptdtico en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs).

3) El bdrax no tiene un efecto citotoxico en HAEC.

V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general
Evaluar el efecto citotéxico del bérax en MCF-7, y participacion en el grado de metilacién
global del ADN.
V.2. Objetivos especificos
V.2.1. Evaluar el efecto citotdxico del borax en MCF-7.
V.2.2. Evaluar el efecto citotédxico del bérax en PBMCs.
V.2.3. Evaluar el efecto citotoxico del bdrax en la linea humana de células
endoteliales primarias aérticas (HAEC).
V.2.4. Determinar el tipo de muerte celular en MCF-7.

V.2.5. Determinar el grado de metilacion global del ADN en MCF-7.
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VI. MATERIALES Y METODOS

La Figura 15 muestra la estrategia experimental llevada a cabo para la evaluacion del

efecto citotdxico del borax en MCF-7.

Figura 18. Diagrama experimental
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VI.1. Equipo de Laboratorio

VI.1.1. Instrumentacion analitica

Cromatografo de liquidos (Acquity I-Class, Waters Corp) acoplado a un
espectrometro de masas de alta resolucidn equipado con filtro de masas de
cuadrupolo, celda de fragmentacion molecular por colisiones CID, sistema de
movilidad i6nica y analizador de masas de tiempo de vuelo
(Synapt G2-Si, Waters Corp).

Columna cromatografica UPLC Luna® Omega C18 1.6 Hm

(150 x 2.1 mm, Phenomenex).

VI.1.2. Equipo para para el procesamiento de muestras

Centrifuga Thermo Fisher Scientific™

Vértex Thermo Fisher Scientific™

Balanza analitica Mettler Toledo

Incubadora Metrix®

Micropipetas de 20, 100 y 200 uL Mettler Toledo
Potencidmetro Thermo Fisher Scientific™

Lector de absorbancias de microplacas Bio-Rad iMark™
Campana de flujo laminar BIOBASE Clase Il (BSC-130011A2-X)
Incubadora con CO, BIOBASE (BJPX-C80)

Bafio Maria Thermo Fisher Scientific™
Termobloque/Bafio de secado Thermo Fisher Scientific™
Microscopio Motic® Moticam 5+ 5.0MP USB 3.0

Termociclador Real Time PCR System Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific™
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VI.2. Reactivos y estandares
VI.2.1. Reactivos para cultivo celular

Tetraborato de sodio decahidratado (1303-96-4), Inhibidor de tripsina o tripsina (T6414) y
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,3-difeniltetrazol (MTT) (M2128), Medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM), Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI),
Histopaque® (10771) y dimetilsulféxido (DMSO) (D8418) obtenidos de Sigma-Aldrich,
Merck KGaA, Estados Unidos. Suero Fetal Bovino (FBS), Penicilina/Estreptomicina (P/S) y
Solucion Salina Tamponada con Fosfato (PBS) obtenidos de Biowest®, Estados Unidos.

Piruvato de sodio 100 mM (11360-070) obtenido de Gibco™, Estados Unidos.

VI.2.2. Reactivos para extraccion de acidos nucleicos
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) (T1503), Acido etilendiaminotetra-acético (EDTA)
(E9844), Dodecil sulfato de sodio (SDS) (L3771), Proteinasa K (PK) (P2308), Isopropanol
(IPA) (19516), Etanol (EtOH) (E7023), Cloruro de sodio (NaCl), cloroformo (C2432)
obtenidos de Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Estados Unidos.

VI.2.3. Reactivos para hidrdlisis de gADN, alcalinizacién y desfosforilacion
Acido acético (HAc) grado HLPC (45754), Gly (G7126), Cloruro de magnesio hexahidratado
(MgCl, 6H,0) (M2670), Acetato de zinc dihidratado (Z0625), Cloruro de calcio (CaCly)
(C1016), Cloruro de zinc (ZnCl;) (208086), Hidroxido de sodio (NaOH) (S8045),
desoxirribonucleasa | (ADNasa 1) (D4527), Glicerol (G9012), Nucleasa P1 (N8630),
(Fosfatasa alcalina (CIAP) y Tampdn CIAP) (P4978) obtenidos de Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Estados Unidos.

VI.2.4. Reactivos y estandares para metilacion global del ADN por UPLC-HRMS
Estandares de desoxirribonucledsidos 2’-desoxicitidina (dC) (D8006),
5-metil-2’-desoxicitidina  (5mdC) (M3155), 2’-desoxiguanosina (dG) (D7145),
2’-desoxiadenosina (dA) (D7400), 2'-desoxitimidina (dT) (T9250); solventes grado UPLC
Metanol (646377), y Formiato de amonio (714690) obtenidos de Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Estados Unidos.
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VI.3. Métodos

VI.3.1. Condiciones de cultivo celular
Las lineas MCF-7 y HAEC obtenidas del LaNSBioDyT e INP, fueron cultivadas en DMEM
suplementado con 1% de L-glutamina, 10 % de FBS y 1 % de P/S, y mantenidas en
incubacion a 37 °C con 5 % de CO, y humedad al 95 %. Las PBMCs fueron tratadas con
heparina y cultivados en RMPI suplementado con 1 % de L-glutamina, 10 % de FBSy 1 %
de P/S y mantenidos en incubacién a 37 °C con 5 % de CO; y humedad al 95 %.

VI1.3.2. Cultivo de MCF-7
Las células MCF-7 fueron cultivas de acuerdo al método de cultivo de la ATCC con ligeras

modificaciones (Coleccion de Biologia Celular ATCC, 2020), descrito a continuacion.

Primeramente, se retird el medio de cultivo a las células MCF-7 y se realizdé dos lavados
con PBS para eliminar restos de FBS. Para su disgregacion se adiciond 1 mL de tripsina
0.25 % (tripsina-EDTA) y se incubd a 37 °C durante 2 min. Una vez dispersas las células se
agregd 3 mL de DMEM suplementado y se homogenizé suavemente. La suspensién de
células se transfirié a un tubo de 15 mL y se centrifugd a 125 xg durante 5 min a 25 °C para
obtener el sedimento celular (CS). Posteriormente, se deseché el sobrenadante y el CS se
resuspendié en 1 mL de DMEM suplementado. Para el conteo celular, en un microtubo de
1.5 mL se hizo una dilucién (D) 1:20 de la suspension celular, agregando 50 pL de ésta y
950 uL de medio de cultivo. El conteo de células se realizé en camara de Neubauer por el
método de conteo en cuatro cuadrantes. Se sembré en placas de pocillos una densidad de
5x10* células/pozo con el volumen (V) obtenido de la relacién expresada en la siguiente

ecuacion:

Férmula de conteo celular
Se agregd 200 pL de V final a cada pozo (V de densidad celular requerida y medio de

cultivo) y finalmente se homogenizé suavemente e incubd a 37°C durante 24 h para el

tratamiento con borax.
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VIL.3.3. Ensayo de viabilidad celular MTT en MCF-7 por exposicion a bdrax
concentracion respuesta
Primeramente, las células MCF-7 fueron tratadas con diversas concentraciones de bdrax
de acuerdo a lo descrito por Wei et al.,, referido para HepG2, con la finalidad de
determinar la ICsp para MCF-7 por el intervalo de concentraciones empleadas, eligiéndose
como base debido a no contar con trabajo previo de evaluacion del efecto del bérax en
MCF-7, 'y ser ampliamente citado en otras lineas (consultar seccién

11.3.4.4. Actividad antineopldsica) (Wei et al., 2016). Las células fueron tratadas con

200 plL/pozo de concentraciones crecientes de bérax (mM) (0, 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16) durante
24 h para el ensayo MTT.
La evaluacion de la viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo MTT de acuerdo

al método descrito por Merloo et al., con ligeras modificaciones (Meerloo et al., 2011),

descrito a continuacion. Se retiré el tratamiento a la placa y se agregd 200 pL de una
D 1:20 (10 pL de solucién stock de MTT 5 mg/mLy 190 uL de DMEM) a cada pozo. La placa
se llevd a incubacién a 37°C por 4 h. Posteriormente, se retiré6 el MTT mediante
decantacién vy los cristales de formazan fueron disueltos con 100 uL de DMSO/pozo. La
lectura de la densidad dptica (OD) de cada uno de los tratamientos se realizd en un
espectrofotémetro a 595 nm como OD estandarizada.
V1.3.4. Ensayo de viabilidad celular MTT en MCF-7 por exposicion a bérax curso
temporal
La evaluacion de la viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo MTT de acuerdo

al método descrito por Merloo et al., con ligeras modificaciones (Meerloo et al.,, 2011),

referido previamente, después del tratamiento estandarizado con 200 plL/pozo de
bdrax 8 mM para los tiempos de exposicién de 24, 48 y 72 h, respectivamente. La lectura

de la OD de cada uno de los tratamientos se realizé en un espectrofotometro a 595 nm.
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VI.3.5. Extraccion de gADN
La extracciéon de gADN de MCF-7 se realizé utilizando el protocolo por precipitaciéon de

sales establecido por Aljanabi, con ligeras modificaciones (Aljanabi, 1997), descrito a

continuacion. Las células tratadas con bérax (0, 1y 10 mM, respectivamente) durante 24 h
fueron disgregadas. Se adiciond 50 plL de tripsina a cada pozo y se incubd a 37°C. Una vez
dispersas, se agregd 100 uL de DMEM suplementado y se homogenizé suavemente con
ayuda de una micropipeta. Se recolectd el contenido celular de cuatro pozos en un
microtubo para el gADN requerido para el procedimiento de UPLC-HRMS
(5x10* células/pozo; total 2x10° células). Cada microtubo se centrifugd a 125 xg durante
1 min para obtener el CS. Posteriormente, se desechd el sobrenadante y el CS se lavé con
PBS tres veces. A cada CS se afadié 400 pL de amortiguador de homogenizaciéon
(NaCl 0.4 M, Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA pH 8), 40 pL de SDS 20 % y 4 pL de PK
(20 mg/mL). Se mezcld y se incubd a 60 °C durante 1 hora. Después se agregé 300 L de
NaCl 6 M y se centrifugd a 10000 xg por 30 min. El sobrenadante se recuperd y se le
adicion6 500 uL de IPA y se incubd a —20 °C por 1 h. Las muestras fueron centrifugadas a
10000 xg por 20 minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y el CS se lavé con 500 uL de
EtOH 70 %, se secd y resuspendié en 50 pL de agua libre de ADNasas. Finalmente, la
concentracion de gADN se determind por espectrofotometria de absorbancia a una
longitud de onda de 260 nm (A260). La pureza del gADN se evalué mediante la relacién
del cociente entre las absorbancias (ADN; ARN/Proteinas) Axso/A2s0 Nm, respectivamente,
de 1.8 a 2. El ADN se conservd a -20 °C hasta la hidrdlisis enzimatica. Se siguié el mismo
procedimiento para obtener el gADN de PBMCs (2x10° células/pozo)

Factor de conversidon: A=1 a 260 nm corresponde a una concentracién de 50 ng/uL

(50 pug/mL) de dsADN puro (Koetsier y Cantor, 2019).
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VI.3.6. Hidrdlisis enzimatica, alcalinizacién y desfosforilacion de gADN
La hidrdlisis enzimatica de gADN hasta nucledsidos, alcalinizacidn, y desfosforilacion se
realizé6 mediante el procedimiento descrito por Rozhon et al., con ligeras modificaciones

(Rozhon et al., 2008), como se describe a continuacién. A cada muestra se agregd 5 plL de

amortiguador de hidrélisis (HAc 200 mM, Gly 200 mM, MgCl; 50 mM, ZnCl; 5 mM,
CaCl; 2 mM pH 5.3) y 10 pL de nucleasa Mix (Nucleasa P1 (0.25 U/uL) y DNAsa | (10 U/uL)
relacién 1:1 con las muestras; H,0). Se mezcld, centrifugd a 10000 xg por 10 s, e incubd a
37 °C durante 14 h. Posteriormente, se realizdé la alcalinizacion y desfosforilacion
agregando 5 pL de NaOH 100 mM y 10 pL de CIAP 1 U/uL (con tampdn CIAP). Se mezcld,
centrifugd a 10000 xg por 10 s y se incubd a 37 °C durante 2 h. Finalmente, las muestras se
conservaron a —20 °C hasta su analisis por UPLC-HRMS.
VI.3.7. Condiciones de separacion y deteccion de dC y 5mdC mediante
UPLC-HRMS
Inicialmente, se utilizaron los estandares de desoxirribonucledsidos con la finalidad de
simular la composicion de muestras hidrolizadas reales monitoreando los iones

propuestos por Alcazar et al., (Alcazar et al., 2016). Las condiciones cromatograficas

establecidas para evaluar los parametros de deteccidn fueron las siguientes: la separacién
se llevé a cabo a 40 °C, con un flujo de 100 pL/min, utilizando la columna cromatografica
UPLC Luna® Omega C18 100 A, 1.6 um (150 x 2.1 mm, Phenomenex), empleando formiato
de amonio 10 mM pH 4 (A) y metanol (B) como fase movil, con el siguiente gradiente de
elucién: 0 a3 min 5% B, 3 a 7.5 min 20% By 7.5 a 10 min 5 % B, en un tiempo de
separacion de 10 min. Con estas condiciones de separacién se obtuvieron los tiempos de
retencién de 6 min y 8.4 min para los nucledsidos de interés dC y 5mdC, respectivamente
(Figura 19).

Con respecto a los espectros de masas correspondientes a dC y 5mdC, el ion de mayor
intensidad correspondié a su dimero iénico [2M+H]* (Figura 20), por lo que fue utilizado

para desarrollar los experimentos de HRMS.
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Figura 19. Cromatogramas UPLC-MS correspondientes a 1 pmol/pL de los nucledsidos de interés
inyectado al sistema y separados con las condiciones cromatograficas establecidas: a) dC y

b) 5mdC con los tiempos 6.0 min y 8.4 min, respectivamente. Obtenida de Martinez, 2018.
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Figura 20. Dimeros idnicos [2M+H]" correspondientes a los nucledsidos de interés.

a) dCy b) 5mdC. Obtenida de Martinez, 2018.
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Las muestras de gADN de MCF-7 expuestas a bdérax durante 24 h fueron hidrolizadas,
alcalinizadas, desfosforiladas y diluidas en 100 pL de tampdn de formiato de amonio.
10 uL de cada una de las muestras fue inyectado al sistema cromatografico utilizando las
condiciones descritas previamente para UPLC-HRMS. Se siguié el mismo procedimiento

para PBMCs.

VI.3.8. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN de MCF-7 se llevd a cabo empleando el reactivo NZYol ©Nzytech
genes & enzymes (MB18501), de acuerdo a sus especificaciones, como se describe a
continuacion. Primeramente, se disgregaron las células (2x10°) con tripsina y se
suspendieron en DMEM. Se mezcld y centrifugd a 125 xg por 1 min para obtener el CS.
A cada muestra se agregé 300 uL de NZYol, se dejé 5 min a temperatura ambiente y se
homogeneizd. Posteriormente, se adiciond 200 pL de cloroformo, se dejé 5 min a
temperatura ambiente y se homogenizé. Después, se centrifugd a 12000 xg por 15 min a
4°C, y con mucho cuidado se recuperd la fase traslicida.

Consecutivamente, se agregd por goteo 500 uL de IPA, se mezcld y se llevd a -20 °C
durante 10 min. Se centrifugd a 12000 xg por 10 min a 4 °C. A continuacién, se eliminé el
sobrenadante y se agregd 500 pL de EtOH al 70 % al CS. El CS se secd y resuspendid en
50 pL de agua libre de ARNasas. Finalmente, la concentracion de ARN se determind por
espectrofotometria de absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (A260). La pureza
del ARN se evalu6 mediante la relacion del cociente entre las absorbancias
(ADN; ARN/Proteinas) Azeo/A2s0 nm, respectivamente, de 2. La integridad del material
genético fue verificada mediante gel de agarosa 1 %. El ARN se conservo a -70 °C hasta la
sintesis de ADN complementario (cADN) para realizar la reaccién en cadena de la
polimerasa por transcriptasa inversa o reversa (RT-gPCR). Se siguié el mismo

procedimiento para PBMCs.
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VI.3.9. Sintesis de cADN
La obtencion de cADN de ARN de MCF-7 se realizé mediante el kit Thermo Scientific™ de
sintesis de la primera cadena de cADN RevertAid™ Premium (K1622), de acuerdo a sus
especificaciones, como se describe a continuacién. Se empled 5 ug de ARN total en un V
total de 20 pL de componentes de reaccion por muestra. A cada muestra se le anadié los
componentes de la reaccidn, se incubd a 25 °C durante 10 min, seguido de 42 °C por 60
min y para terminar la retrotranscripcion se llevé a 70 °C durante 10 min. Finalmente, las
muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta la qPCR. Se siguié el mismo procedimiento
para PBMCs.

VI.3.10. Técnica qPCR
La determinaciéon de la expresién de genes relacionados a apoptosis se llevd a cabo
empleando la mezcla de reaccién NZY gPCR Green Master Mix (2x) ©Nzytech (MB22103),
de acuerdo a sus especificaciones, cuya composicién se denota en la Tabla 11. Se utilizé

100 ng de cDNA (Templado) para la reaccién.

Tabla 11. Componentes de la mezcla de reaccién

Componentes V (uL) Concentracion
Mezcla NZY gPCR Green
10 1x
Master Mix (2x)
10 uM Secuencia sentido 1 400 nM
10 uM Secuencia antisentido 1 400 nM
Templado 1.2
Agua libre de nucleasas 6.8

Los niveles de expresién relativa de los genes caspasa 3, caspasa 8 y caspasa 9 fueron
determinados, utilizando el gen ciclofilina como “housekeeping” para la normalizacion de

los valores de Ct.
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La expresidn relativa se calculé mediante el método 222 establecido por Livak y

Schmittgen (Livak y Schmittgen, 2001). Los perfiles de expresidon fueron determinados

mediante SYBR® Green. Las secuencias iniciadoras se describen en la Tabla 12.

Tabla 12. Secuencias sentido y antisentido de iniciadores

Iniciadores Sentido Antisentido

Ciclofilina CCCACCGTG TTCTTC GAC ATCTTCTGCTGG TCTTGCC
Caspasa 3 CTC GGT CTG GTACAGATGTCG A CAT GGCTCAGAAGCACACAAAC
Caspasa 8 GGT CACTTG AACCTT GGG AA AGG CCA GATCTT CACTGT CC

Caspasa 9 GTG GACATT GGT TCT GGA GGAT CGCAACTTCTCA CAG TCG ATG

Las condiciones del termociclador se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Condiciones del ciclo térmico de la qPCR

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo Etapas
1 95 10 min Activacién de la polimerasa
40 95 15s Desnaturalizacion
60 30 s-1 min Alineamiento/Extension (Al paso final)
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VI.3.11. Cultivo de PBMCs
Las PBMCs fueron aisladas mediante centrifugacion gradiente de densidad por el método

Ficoll-Paque establecido por Bgyum (Bgyum, 1977), empleando Histopaque®

(Ficoll-400 y medio de contraste radiopaco) y el procedimiento referido por Ge Healthcare

con ligeras modificaciones (Ge Healhcare, 2014), descrito a continuacién. Primeramente,

5 mL de sangre periférica fue extraida con jeringa con anticoagulante heparina
(0.3 mL a 10000 U). Se agregd 5 mL de Histopaque® a un tubo de centrifuga de 15 mL, y
cuidadosamente se colocé la sangre sobre el Ficoll-Paque (relacion 1:1).
El tubo se centrifugo a 400 xg durante 30 min a 20 °C, para la formacién de las capas de
los diferentes tipos celulares de la sangre (Figura 21). Con precaucién y ayuda de una
pipeta Pasteur se recuperod el anillo de PBMCs de la interface transfiriéndolo a otro tubo.
Consecuentemente, se agregé 10 mL de PBS y se realizé un lavado mezclando con Ia
pipeta. Se centrifugd a 100 xg durante 20 min a 20 °C. Se removio el sobrenadante y las
PBMCs se suspendieron en 1 mL de RPMI suplementado, para el conteo.
El conteo de células se realizé en cdmara de Neubauer con colorante azul de tripano (TB)
dilucion 1:1 (50 ulL de suspensiéon de PBMCs y 50 ulL de TB).

Finalmente, se sembré en placas de pocillos una densidad de 2x10°> PBMCs/pozo a un
V final de 100 pL e incubd a 37 °C durante 24 h para el tratamiento con bdrax a los

tiempos de exposicidn de 24, 48 y 72 h, respectivamente

Figura 21. Capas de los componentes celulares de la sangre obtenidos por gradiente de densidad

por el método de Ficoll-Paque. Obtenida y editada de Ge Healthcare, 2014.
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VI.3.12. Ensayo de viabilidad celular MTT en PBMCs por exposicion a borax curso
temporal
La evaluacion de la viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo MTT de acuerdo

al método descrito por Merloo et al., con ligeras modificaciones (Meerloo et al.,, 2011),

referido previamente, después del tratamiento con 100 pL de bodrax
(0,1, 2,4, 8y 16 mM) para los tiempos de exposicion de 24, 48 y 72 h, respectivamente.
Correspondientemente para cada tratamiento a su tiempo de evaluacion, se agregd
directamente 10 pL de la solucién stock de MTT 5 mg/mL a cada pozo y la placa de cultivo
se llevd a incubacién a 37°C por 4 h. Posteriormente, se retird el MTT con ayuda de una
micropipeta, y los cristales de formazan fueron disueltos con 100 uL de DMSO/pozo. La
lectura de la OD de cada uno de los tratamientos se realizd en un espectrofotometro a
595 nm.

VI.3.13. Ensayo de viabilidad celular en HAEC por exposicion a bdrax

concentracion respuesta
Las células fueron cultivas en DMEM como se describié para MCF-7. Una densidad de
20x10* células/pozo se sembré e incubd para el tratamiento con bérax.
Las células HAEC fueron tratadas con 200 uL de bérax (0, 1 y 8 mM, respectivamente)
durante 24 h para el ensayo MTT; las concentraciones del tratamiento fueron acotadas
después del analisis del efecto del bérax en MCF-7 y como control positivo se empled
10 pL/pozo de DOX (10 mM/mL). La evaluacion de la viabilidad celular fue determinada
mediante el ensayo MTT de acuerdo al método descrito por Merloo et al.,, con ligeras

modificaciones (Meerloo et al.,, 2011), referido previamente.
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VI.3.14. Analisis estadistico
Los datos fueron expresados como la media +SD correspondiente a tres réplicas de
experimentos independientes en cada una de las determinaciones. Se utilizo el software
estadistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, California, Estados Unidos).
La significancia de las diferencias entre los grupos fue analizada por Andlisis de varianza
(ANOVA) de una y dos vias, para evaluacidn concentracidn respuesta y curso temporal,
respectivamente. Asimismo, analisis post hoc Dunnet y Tukey, respectivamente. *p < 0.05
indicé presencia de una diferencia estadistica significativa, y **p < 0.01, ***p < 0.001,

***%p < 0.001 considerablemente significativas.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VII.1. Evaluacion de la citotoxicidad del bérax concentracion respuesta en MCF-7

La viabilidad celular de MCF-7 después de la exposicion a bdérax a diferentes
concentraciones (0, 0.5. 1, 2, 4, 8 y 16 mM) durante 24 h, se determiné mediante el
método MTT; este ensayo se basa en la relacidon de la actividad mitocondrial con el
numero de células viables, que convierten el MTT en cristales de formazan, por lo tanto, la
concentraciéon de formazan disuelto en una solucién homogénea es proporcional al

numero de células viables (Meerloo et al., 2011). Los resultados demostraron que el bérax

disminuye la viabilidad celular de MCF-7 concentracidon dependiente, cuya inhibicion del
crecimiento celular en comparacién con el grupo control (solo medio de cultivo),
fue significativa (** p < 0.01) a partir de bérax 8 mM, y considerablemente significativa a
16 mM (**** p < 0.0001) (Figuras 22 y 23). El valor de la ICso obtenida de estos
tratamientos con bdrax en MCF-7 fue de 9.042 mM, que en contraste con la ICso para
HepG2 descrita por Wei et al., y Wu et al.,, fue mayor (9.042 mM vs 4 mM)
(Wei et al., 2016; Wu et al., 2019). La menor sensibilidad de MCF-7 a bdrax en

comparacion con HepG2, puede deberse a las caracteristicas propias de cada linea celular,
como el procesamiento metabdlico y la capacidad de asimilacion de las células hepaticas,
a diferencia de las células de BC, que muestran mayor resistencia al compuesto

(Coleccion de Biologia Celular de la ATCC, 2020). La quimiorresistencia es limitante en el

tratamiento del BC, debido a su heterogeneidad (Ji et al., 2019). Asociado a la evidencia en
MCF-7, se sugiere que el dafio del bérax podria estar sujeto al tipo de tejido de origen de
las células, es decir, un efecto dependiente del tipo celular, atribuido al metabolismo
particular, y a la expresion génica especifica en cada linea de céancer

(Boehning et al., 2018; Velardi et al., 1991). En este contexto, en referencia a la DOX

(comercialmente adriamicina), uno de los principales farmacos para el tratamiento del BC,
leucemias, linfomas y sarcomas, se alude a la capacidad oxido/reduccién de la célula, la
cual es necesaria para su funcidn citotdxica, capacidad dirigida por una red enzimatica
(SOD, GPx, NADPH oxidasa (NOX) y tiorredoxina (TRX)) y variable en cada tipo de cancer
(Finn et al., 2011).
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Recientes estudios mencionan que el mecanismo de esta antraciclina consiste en el
intercalamiento en el ADN, que conduce a roturas en el material genético interfiendo en la
replicacion del ADN; en particular en células MCF-7 resistentes a DOX, enzimas como
hidroxilasas e hidroximetilasas estan relacionadas al proceso metabdlico, mediado

ademas, por el cyt P450 (Wang et al., 2019). En relacion al efecto del bérax, si bien su

mecanismo en MCF-7 es desconocido, estos hallazgos y su similaridad con los mecanismos
en HepG2 y la funcidn citototdxica de DOX, se propone que el bérax actla a través de la
alteracion de la funcion mitocondrial y la activaciéon de componentes de apoptosis.

En relacién al efecto de otros compuestos de B, el bérax muestra mayor potencial en
MCF-7 a diferencia del acido bdrico, teniendo en cuenta que la citotoxicidad del acido
bdrico en HepG2 es considerablemente mucho menor, como lo indica Tombuloglu et al.,

(Tombuloglu et al., 2020) con una ICsp de 24 mM (4 mM vs 24 mM); siendo necesaria la

evaluacién de este otro importante compuesto de B en MCF-7, como se ha descrito para
HepG2, y para DU-145 por Hacioglu et al., (ICso de 24 mM y 10.77 mM, respectivamente)

(Hacioglu et al., 2020). Ademas, en relacion al efecto antiproliferativo de compuestos

borénicos en MCF-7, el bdrax muestra mejor citotoxicidad en comparaciéon con la
administracién de la combinaciéon de DPBA y BTZ durante 24 h (9.042 mM vs 19. 5 mM)
(Kim et al., 2018).
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Figura 22. Curva concentracion respuesta del efecto citotéxico del borax en MCF-7, durante 24 h
de exposicion. 1C50=9.042 mM. Los resultados se presentan como el promedio de tres réplicas +SD

del experimento. Comparacion de medias mediante prueba Dunnet (**p < 0.01; ****p < 0.0001).

Figura 23. Evaluacién de la citotoxicidad a 24 h de exposicion a bdrax en MCF-7.
Los resultados se presentan como el promedio de tres réplicas +SD del experimento. Comparacion

de medias Dunnet (**p < 0.01; ****p < 0.0001).
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VII.1.2. Analisis morfoldgico de MCF-7 por exposicion a borax
El seguimiento microscépico del ensayo concentracidén respuesta a bdrax durante 24 h en
MCF-7 evidencié cambios morfoldgicos asociados a apoptosis. El analisis se realizd por
microscopia de contraste de fase a 100 aumentos reales (Magnificaciéon 10x).
Los resultados mostraron cambios morfolégicos en MCF-7, acentuados a medida que se
incrementd la concentracion de bdrax, notorios a partir de 1 mM y drasticos a 16 mM
(Figura 24). Las micrografias sefialaron la pérdida de la agrupacidn caracteristica en esta

linea celular (Coleccién de Biologia Celular ATCC, 2020), manifestada por encogimiento

celular. Asimismo, se observé la formacién de protuberancias en la membrana, espigas o
picos equinoideos, cuerpos apoptdticos (tratamiento con DOX), y condensacion de los

nucleos, que son cambios distintivos de apoptosis (Galluzzi et al., 2018; Poreba et al.,

2019; Singh et al., 2019). Ademas, las células perdieron su capacidad de adhesién a la

placa de cultivo, dando lugar a la aparicion de gran cantidad de células flotando en el
medio de cultivo.

Este desprendimiento o pérdida de adhesion celular, ademas de los cambios morfolégicos
son caracteristicas inherentes de apoptosis de las células formadoras de monocapa

(Chen et al., 2018; Dar et al., 2019; Mohammadizadeh et al., 2018; Syed Abdul Rahman et

al., 2013; Zhong et al., 2019). Por ello, para monitorear el potencial efecto citotdxico del

bdrax en MCF-7, se evalud su respuesta en funcién del tiempo de exposicién.
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Figura 24. Cambios morfolégicos de MCF-7 por exposicién a bérax durante 24 h. A) Control,
B) DOX, C) 0.5 mM, D) 1 mM, E) 2 mM, F) 4 mM, G) 8 mM, y H) 16 mM. Las flechas indican
1) células control, 2) cuerpos apoptéticos, 3) células contraidas, 4) protuberancias irregulares en la
membrana, 5) ndcleos condensados, 6) espigas o picos equinoideos, y 7) burbujas celulares.
Maghnificacion 10x.

VII.2. Evaluacion de la citotoxicidad del bérax curso temporal en MCF-7

La inhibicion del crecimiento en MCF-7 por efecto del bérax (0, 0.5. 1, 2, 4, 8 y 16 mM) se
monitored a tiempos de exposicion de 24, 48 y 72 h, respectivamente, mediante el
método MTT. Los resultados demostraron que el bérax disminuye la viabilidad celular de
MCF-7 concentracién-tiempo dependiente, de manera significativa (* p < 0.05) a cada
tiempo de exposicién (Figuras 25 y 26), similar al comportamiento descrito para HepG2

(Wei_et al., 2016; Wu et al., 2019). Como lo sugiere Wei et al.,, la exposicién a

concentraciones bajas de bdérax (mM) por largos tiempos de exposicion, podria ser
equiparable a la citotoxicidad con altas concentraciones de este compuesto a tiempos de

exposicién cortos (Wei et al., 2016), debido al mantenimiento del efecto inhibitorio del

bdrax tiempo dependiente también para MCF-7. Las ICso calculadas fueron de 8.441 mM, y

9.110 mM a 48 hy 72 h, respectivamente.
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Con base en lo anterior, y la ICsop de 9.042 mM calculada a 24 h, con la finalidad de
esclarecer el mecanismo de muerte por efecto del bdrax se determind la expresién de
genes asociados a apoptosis, por exposicion a bérax 1 mM y 10 mM a tiempos de 24, 48, y

72 h, respectivamente, en esta linea de BC.

-— 24 h ¥
—A— 48 h *
- 72 h *

% Viabilidad celular

Bdérax (mM)

Figura 25. Curva concentracion respuesta curso temporal del efecto citotéxico del bérax en
MCF-7, a 24, 48 y 72h, respectivamente. Los resultados se presentan como el promedio de tres

réplicas £SD del experimento. Comparacion de medias Tukey (**p < 0.01; ****p < 0.0001).
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Figura 26. Evaluacién de la citotoxicidad por exposicion a bdérax en MCF-7. 24, 48 y 72 h,
respectivamente. Los resultados se presentan como el promedio de tres réplicas +SD del
experimento. ANOVA de dos vias. Comparacion de medias Tukey

(*p < 0.05**p < 0.01; ****p < 0.0001).

VII.3. Analisis de la expresion génica asociada a apoptosis en MCF-7
De acuerdo con los resultados de la citotoxicidad del bérax en MCF-7 y con la finalidad de
esclarecer su mecanismo molecular, se analizé la expresion relativa de genes caspasas, ya

que sus activaciones estan asociadas a la induccién de apoptosis (Galluzzi et al.,, 2018;

Poreba et al., 2019; Singh et al., 2019). Como se describid en la seccion Il. 2. 3. Apoptosis,

las caspasas se clasifican en a) iniciadoras (caspasas 8 y 9), y b) efectoras
(caspasas 3, 6 y 7), cuya via determina su activacidn; caspasa 8 activada en la via
extrinseca y caspasa 9 en la via intrinseca o mitocondrial. Empleando lo referido, niveles
de transcritos de caspasas 3, 8 y 9 fueron evaluados mediante la técnica RT-gqPCR por el

método 222%, basado en la comparacidon de los valores de Ct (Livak y Schmittgen, 2001); el

gen ciclofilina fue utilizado como gen de referencia.
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El andlisis de la expresidn relativa de caspasas 3, 8 y 9 por exposicién a bérax 1 mM vy
10 mM, respectivamente, en comparaciéon con el control (solo medio de cultivo), mostré
un incremento considerablemente significativo de los niveles de caspasa 3 y 9
(Figura 27, incisos Ay C) a 48 h y 72 h, mientras que la expresién de los niveles de
caspasa 8 fue considerablemente significativa solo a 48 h (Figura 27, inciso B). Estos
resultados manifiestan el efecto apoptdtico del bérax en MCF-7, similar al efecto de DOX

(Sharifi et al., 2015) a 24 h de exposicién en la misma linea; el umbral de su expresiéon a

48 h'y 72 h (por la dosis empleada mM vs uM) no permitié correlacionar su efecto con los
niveles de transcrito por exposicién a boérax. En este contexto, Sharifi et al., refieren la
induccidon de apoptosis via mitocondrial en MCF-7 por DOX, mediante la regulacién
positiva de la expresién de Bax y caspasa 9, y la regulacion negativa de BCL-X,.y caspasa 8

(Sharifi et al., 2015). En comparacién con la expresion de los transcritos por efecto del

borax y por DOX, sus perfiles de expresién muestran similaridad, siendo caspasa 8
independiente del tiempo y la concentracién, y el incremento considerablemente
significativo a 48 h y 72 h de la expresion de caspasa 9. En cuanto a caspasa efectora 3, se

refiere su papel en la disminucion de la quimiorresistencia del BC (Nan et al., 2019);

ademas de ser clave en la induccidon de sustratos como PAPR, gelsolina y PKC-6

(Yuan et al., 2012).

Por otra parte, en lo descrito para HepG2, Wei et al., seiialan apoptosis via mitocondrial
como mecanismo de muerte inducido por efecto del bdrax, por regulacidon positiva de
TP53 y Bax, y regulacién negativa de BCL-2; cuya modulacion es crucial en su citotoxicidad

(Wei et al., 2016). Ademas, Wu et al., a través de un andlisis masivo de expresion de genes

refieren la regulaciéon positiva de TNFAIP3, caspasa 6, Bax, IL-6, 1L18, MAP2KS®,
relevantemente, entre otros, vinculados con inflamacidn, estrés y apoptosis; en el que su
estudio muestra a gran escala los procesos biolégicos implicados en la citotoxicidad del
bdrax en HepG2, que pueden equipararse a MCF-7. En relacidn al mecanismo de muerte
del acido bdrico en HepG2, Tombuloglu et al., indican que su efecto cito y genotodxico esta
ligado a la regulacidon positiva de transcripciones apoptdticas, con la induccion de

senescencia y fase temprana de apoptosis (Tombuloglu et al., 2020).
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Asimismo, para DU-145 y HL-60 se ha sefialado la induccién de apoptosis por citotoxicidad

del acido bdrico (Canturk et al., 2016; Hacioglu et al., 2020). Con respecto a lo descrito

sobre los hallazgos de este trabajo, sumado a las evidencias correspondientes al
mecanismo de muerte por DOX en MCF-7, por bérax en HepG2 y HL-60, y por efecto del
acido bérico en HepG2, DU-145 y HL-60, se argumenta que la inhibicién del crecimiento en
MCF-7 por exposiciéon a bdérax da lugar a la induccion de apoptosis ambas vias,
preferencialmente via intrinseca o mitocondrial.

En tal sentido, como expresan He et al., la induccién de apoptosis es una de las principales
estrategias en el tratamiento del cancer, cuya modulacion puede cambiar la sensibilidad o

resistencia a los agentes anticancerigenos (He et al., 2015), en especial en el BC. De

acuerdo con lo descrito por He et al., en relacién al tamoxifeno, un farmaco utilizado
universalmente para el tratamiento de BC ER (+), su administracidon en células MCF-7 se

asocia a quimiorresistencia (Das et al., 2019; Li et al., 2019), por ello, se ratifica la

necesaria busqueda de nuevas dianas terapéuticas; en este contexto, por la induccién de
apoptosis vinculada a la citotoxicidad del bodrax, se enfatiza su potencial como
coadyuvante en el tratamiento de BC positivo.

Teniendo en cuenta lo anterior, la evaluacién de otros compuestos para el tratamiento del
BC asocian como blanco la induccién de apoptosis via mitocondrial. Como sefiala Wang et
al., el efecto citotdxico de un complejo de Mn denominado PdpaMn sobre MCF-7, da lugar
al incremento de la apoptosis via intrinseca relacionada con la supresion de la expresion
de la sintasa de acidos grasos (FASN), la cual es una enzima promotora del crecimiento
celular en BC; ademas de la liberacién del cyt ¢ y la activacidn de caspasa 9, enfatizando
gue la modulacién del metabolismo energético como la inhibicién de marcadores como
FASN vy la estimulacion de la pérdida de actividad mitocondrial, puede ser aprovechado

como diana terapéutica en el BC (Wang et al., 2017). Por otra parte Wang et al., refieren

que el mecanismo molecular del efecto antiproliferativo de la fisalina B (PB), un
compuesto tipo esteroideo evaluado en MCF-7, estd implicado en diversas rutas que
incluyen la inhibicion del proteosoma por ubiquitinacién, la induccidn de autofagia,

apoptosis por estimulacion de PARP, caspasa 3, 7 y 9, y TP53, e inhibicién de Akt;
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y la regulacion negativa de receptor de andrégenos (inhibicién independiente de ER, PRy

HER2) (Wang et al., 2018).

En otro estudio, citando a Mohammadizahed et al., se alude al uso de un complejo de Cu
denominado [Cu(L)Phen] por su efecto citotéxico en MCF-7, como un potencial
coadyuvante en el tratamiento del BC; este complejo da lugar a la induccidn de apoptosis
mediante el incremento de los niveles de expresién de Bax, caspasa 8 y TP53;
previamente, descrito este mecanismo en sinergia con procesos necréticos, por el mismo

grupo de trabajo (Mohammadizadeh et al, 2018, 2019). Adicionalmente a Ia

susceptibilidad de MCF-7 principalmente a apoptosis, blanco de potenciales compuestos
antineopldsicos antes mencionados, se ha asociado su modulacién por agentes
epigenéticos, tal como lo indica Putnik et al. En esta investigacion el papel del
medicamento epigenético 5-Aza-CdR y la senalizacion por E2, contribuyen a la expresiéon
de alrededor de 140 genes vinculados con procesos bioldgicos como cascadas de
sefializacion celular, regulacién de proliferacidon celular y apoptosis; sugiriéndose como
una combinacidén potencial de estrategia terapéutica del BC, mediante el uso de un agente
desmetilante que previene la metilacion del ADN en islas CpG (multiples sitios CpG,

regiones promotoras de genes) por su incorporacion al ADN (Putnik et al., 2012). Con base

en estos trabajos y los resultados en relacion al efecto citotéxico del bérax en MCF-7, se
argumenta que su mecanismo molecular se asocia a la induccidén de apoptosis ambas vias,
preferencialmente via mitocondrial, mediante la regulacion positiva de caspasas 3, 8 y 9.
Asimismo, en relacion a su posible efecto epigenético, se llevd a cabo la determinacién de

la metilacion global del ADN con la finalidad de esclarecer su mecanismo molecular.
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Figura 27. Niveles de expresion de caspasas: A) caspasa 3, B) caspasa 8 y C) caspasa 9 en MCF-7
después de exposicién a bdérax 1 mM y 10 mM, durante 24, 48 y 72 h, respectivamente. Gen
ciclofilina como control interno. Los resultados se presentan como el promedio de tres réplicas
+SD del experimento. ANOVA de dos vias. Comparacion de medias Tukey

(*p < 0.05%*p < 0.01; ****p < 0.0001).
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VII.4. Determinacion del grado de metilacion global del ADN en MCF-7

Las muestras de gADN de MCF-7 fueron hidrolizadas, alcalinizadas, desfosforiladas
(2.5 pg en un V final de 80 pl), y diluidas en 100 pL de tampdn de formiato de amonio.
Los volumenes de inyeccidon de 10 uL permitieron cuantificar 5mdC en muestras de MCF-7
expuestas a bérax 1 mM y 10 mM a 24 h. Los cromatogramas UPLC-HRMS representativos
de ion especifico 455.189 y 483.220 m/z, correspondiente a los dimeros idnicos de los
nucledsidos dCy 5mdC, respectivamente, se muestran en la Figura 29.

Los datos de las cuantificaciones del porcentaje molar de 5mdC indicados en la
Tabla 14, sefialaron el incremento de la metilacion global del ADN en esta linea, por efecto
del bérax. De acuerdo con esta tendencia se manifiesta que el efecto citotdxico y
apoptético de este compuesto esta asociado con la induccion de la metilacién a gran

escala de los sitios CpG en BC positivo.

Tabla 14. Efecto del bérax sobre el porcentaje de metilacién global del ADN en MCF-7. Los

resultados fueron expresados como la media £SD

Muestra % 5mdC+SD

Control 1.48+0.25
Borax 1 mM 7.52+0.33
Bdorax 10 mM 4.49+0.65

El analisis estadistico y post hoc permitid establecer la existencia de una diferencia
significativa (* p < 0.05, ** p < 0.01) sobre el porcentaje de 5mdC, asociado al efecto del

bdrax con respecto al control (solo medio de cultivo) en MCF-7 (Figura 28).
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Figura 28. Relacion del porcentaje de metilacién global del ADN en MCF-7 expuestas a bdrax
1 mM y 10 mM. Los resultados se muestran como el promedio de tres réplicas +SD del

experimento. Comparacion de medias mediante prueba de Dunnet (*p < 0.05; **p < 0.01).

Con base en esta determinacion se denota que el bdrax ejerce un papel relevante en la
modulacion de la metilacidn global del ADN en BC, como se reflejé con bdérax 1 mM en
una magnitud de 4 sobre su porcentaje de metilacidon caracteristica. Asimismo, se observé
un efecto similar con bérax a 10 mM, en menor magnitud (3), pérdida de actividad que

podria explicarse por la posible quimiorresistencia caracteristica del BC (Das et al., 2019;

Nan et al.,, 2019), principal desafio de las dianas terapéuticas. En este sentido, como se

refirid en la seccién |l. 4. Epigenética, los eventos epigenéticos son modificaciones

reversibles, potenciales para la diagnosis y prognosis del cancer; cuya reversibilidad en
estos procesos permiten su modulacién, como se ha descrito para el blanco de los
farmacos antineopldsicos. En este sentido, se han sefialado diversos medicamentos que
tienen como diana terapéutica la metilacidon del ADN, la inhibicion de elementos de PTMs

(principalmente dirigidas a HATs y HDACs), y la combinacién de ellas.
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Sobre los inhibidores de la metilacion del ADN, citando a Cheng et al., estos se dividen en
a) analogos de nucledsidos y b) no andlogos; la modificacion en la citosina les permite
incorporarse a los acidos nucleicos recién sintetizados, mediante su transformacion a
nucledtidos, cuya inhibicion de la metilacion del ADN estd asociada a la unién con las
DNMTs. Azacitidina y decitabina son los agentes desmetilantes mejor estudiados,

medicamentos aprobados por la FDA para su uso en el MDS (Anders et al., 2016; Imanishi

et al., 2018; Seelan et al., 2018); su actividad precisa de transportadores de nucledsidos

para la obtencién de energia, de una red enzimatica que metabolice acidos nucleicos a

5-Aza-CdR trifosfato, y de su incorporaciéon al gADN (Hubeek et al., 2005; Stresemann vy

Lyko, 2008). Azacitidina, zebularina y otros andlogos ribonucledsidos se incorporan al ARN
mediante su fosforilacidn, y al ADN via ribonucleétido reductasa (RNR); decitabina y 5fdC,

analogos deoxirribonucledsidos ingresan al ADN por fosforilacion (Cheng et al., 2019).

Estos medicamentos tienen potencial en la modulaciéon de la metilacidon especifica del
ADN, sin embargo, su citotoxicidad en células somaticas sigue siendo una limitante, siendo
moderada su administracion en los MDS (Consultar Tabla 9). Por otra parte, se alude a los
analogos no nucledsidos, que tienen como blanco la reduccidon de la hipermetilacién
especifica en cancer. Estos compuestos son pequeios modulares moleculares que a
diferencia de los analogos de nucledsidos, se dirigen a sitios cataliticos para desmetilar

(Cheng et al., 2019). La procainamida y su andlogo procaina; RG108, MG98, PRIMA-1, y

SG-1027; y compuestos naturales como flavonoides, psammaplin A, y curcumina, han sido
descritos como inhibidores de DNMTs e HDACs, en relacion a su efecto citotoxico en

diversos tipos de cancer (Brevini et al., 2016).

Con respecto a inhibidores de enzimas y sustratos de PTMs, se alude a aquellos dirigidos
principalmente a HATSs, y a BETs. En relacidon a compuestos que involucran la inhibicién de
HATs, dirigidos hacia secuencias HAT1, Gen5/PCAF, MYST (MOZ, Ybf2, Sas2 y Tip60),

p300/CBP y Rtt109 (Friedmann y Marmorstein, 2013) son descritos como inhibidores de

bisustratos: cofactor acetil coenzima A (Ac-CoA) y un péptido analogo al sustrato de Lys

(Yang et al., 2014).

Maestria en Biotecnologia 2020




RESULTADOS Y DISCUSIONES

Dentro de estos compuestos, la curcumina, el garcinol y el acido anacardico (AnAC)

(en relacién en MCF-7) han sido mejor estudiados (Schultz et al., 2017; Sunagawa et al.,

2018; Wang et al.,, 2019). En cuanto a los compuestos inhibidores de BETs

(Consultar Tabla 10), aunque sus mecanismos aun son desconocidos, dirigirse a EMR como
los lectores BRDs que se enlacen a Lys acetiladas de las colas de histonas, es de gran
interés para combatir el cdncer; en este contexto, (+)-JQ1 (tieno-triazolo-1,4-diazepina),
reportado por primera vez con esta actividad, ha sido evaluado en diversos tipos de
cancer, el cual da lugar a la regulacién negativa de genes como MYC, E2F1, POU2AF1 en
MDS, CTCL y PTCL; y en tumores sélidos a la inducciéon de arresto celular en G1, y
apoptosis. En particular para el BC positivo, blanco de estudio del presente trabajo, se
destaca el papel de (+)-JQ1 en la disminucién de la resistencia adquirida al tamoxifeno. Su
mecanismo molecular implica la supresion de la sefializacién ER (+) mediante el bloqueo
de la interaccién de WHSC1 con el gen ER-a y los BRDs 3 y 4 (BRD3/4); WHSC1

(HMTs H3K36) es un regulador positivo de la sefalizacion ER (+) (Feng et al., 2014).

Asimismo, se ha descrito su efecto citotdxico sobre subtipos triple negativo y ER (+), en

combinacion con inhibidores de HDACs (Borbely et al., 2015).

Estos estudios manifiestan el potencial de la comprension de los EMR (escritores, lectores,
borradores), que son elementos epigenéticos moduladores, cuya investigacién de sus
mecanismos moleculares brinda potencial para el desarrollo de tratamientos mas eficaces
en diversos tipos de cadncer, en sinergia con la accidn de otros compuestos con actividad
anticancerigena. En particular para el BC, cuya limitante sigue siendo la resistencia
adquirida por estas células hacia los farmacos antineopldsicos, la combinacion de
inhibidores de sustratos y enzimas mediadores de eventos epigenéticos, brinda opciones
para dianas terapéuticas mas eficaces en el combate del cancer. En este contexto, se
destacan los resultados obtenidos por efecto del bdrax sobre los perfiles de metilacién
global del ADN en MCF-7, que ratifica, en adicién a su efecto citotdxico y apoptdtico, su
potencial en la modulacién de este bioindicador, ampliando el conocimiento de su

mecanismo molecular asociado a sus efectos benéficos y anticancerigenos.
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Estos hallazgos argumentan su postulan al bérax como un posible coadyuvante para el BC
positivo, ya que como se refirié en la Tabla 14, la concentracién de 1 mM es suficiente
para aumentar considerablemente la hipometilacion global del ADN en MCF-7, sefialando
que su evaluacién con concentraciones bajas (< mM) a tiempos de exposicion
prolongados, podria equipararse al efecto de medicamentos universales para el BC,
aludido adicionalmente a su efecto citotdxico y apoptético. La evaluacidn epigenética del
borax, sumado a su evaluacién inhibitoria en MCF-7, una de las principales lineas de BC
del subtipo luminal A, permitié ampliar el panorama de su actividad antiproliferativa
descrita en otras lineas de cancer, y asociar en el presente trabajo este efecto por primera
vez en BC. Sin duda, estos resultados son prometedores, junto a las diversas opciones de

compuestos bajo investigacidn contra el cdncer, particularmente en BC positivo.
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Figura 29. Cromatogramas UPLC-HRMS representativos de ion especifico 455.189 y 483.220 m/z,

correspondientes a los dimeros idnicos de los nucledsidos dC (azul) y 5mdC (negro),

respectivamente. Obtenidos de hidrolizados de gADN de MCF-7: A) De referencia, B) expuestas a

bérax 1 mM, y C) expuestas a borax 10 mM; 24 h.
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VII.5. Evaluacion de la citotoxicidad del borax curso temporal en PBMCs

La viabilidad celular de las PBMCs después de la exposicion a bdrax a diferentes
concentraciones (0, 1, 4, 8 y 16 mM) durante 24, 48 y 72 h, respectivamente, se determiné
mediante el método MTT. Los resultados evidenciaron que el bérax no da lugar a un
efecto citotdxico considerablemente significativo en PBMCs (Figura 30), sin embargo, a
24 h de exposicidn, se observd un efecto significativo, aunque su crecimiento no bajé del
umbral del 50 % de viabilidad. Pese a ello, este efecto inhibitorio es revertido como se
denota ligeramente a 48 h y evidentemente a 72 h, cuestién que pone de manifiesto que
la accion que el bdrax ejerce no es superior a su capacidad de crecimiento y adaptacion.
Como se aprecid en su efecto sobre la viabilidad celular (Figura 31), las PBMCs revierten el
efecto de estrés que genera la adicién del compuesto a su medio de cultivo; en este
sentido, la concentracion de 8 mM cercana a la 1C50=9.042 mM descrita para MCF-7, al
tiempo de exposicidon de 72 h no disminuye ni cerca del 10 % de la viabilidad celular de las
PBMCs, asimismo, como con 16 mM. En adicidn, en comparacién con el control (solo
medio de cultivo), la viabilidad celular de las PBMCs tratadas con bdrax, no disminuyo
drasticamente con respecto a este, como se evidenci6 en MCF-7, en la que su curva
mostré la tendencia de un efecto inhibitorio progresivo al tiempo y concentracion en BC,
en contraste con esta curva; cuyo efecto inhibitorio significativo a 24 h y ligeramente
observable a 48 h en PBMCs puede ser revertido como no ocurre en MCF-7. Teniendo en
cuenta esto, se ratifica que la exposicidon a concentraciones menores de bérax a tiempos
prolongados puede ser equiparable con las dosis administradas de farmacos usados
universalmente para el BC, ya que como se manifiesta mejor en la Figura 31, la viabilidad
del control (solo medio de cultivo) de las PBMCs no es afectada con el tiempo.

Las PBMCs, llamadas asi por su unico nucleo, incluyen linfocitos y monocitos, que en
conjunto con otras moléculas como los CMI, forman la base del sistema inmunitario

innato (Eppendorf AG, 2016). Como se describio sobre la actividad anti-inflamatoria de

compuestos de B (seccion 11.3.4.3. Actividad anti-inflamatoria), citando a Khaliq et al., en

modelos murinos el bérax ejerce un efecto regulador sobre los CMI de monocitos y

macrofagos, mediante el incremento de mediadores como el TNF- a, IL-6, IL1B y NO, que
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se asocian al aumento de células By T de C19 y CD4, y, por tanto, una mayor respuesta a

infecciones y enfermedades (Khalig et al., 2018). Asimismo, Routray y Ali, hacen mencién

del papel regulador del bdérax sobre CMI que inducen la proliferacion de linfocitos,
especialmente macréfagos M1 estimulados con LPS, sugiriendo que el bérax puede
modular la actividad de enzimas que requieren flavin/piridin nucledtidos por interaccion

con grupos cis-OH en serina proteasas (Routray y Ali, 2016); lo que de acuerdo a todas las

propiedades descritas para el bdrax y nuestros hallazgos de su actividad citotdxica,
apoptotica y epigenética en MCF-7, su mecanismo molecular involucra, sin duda, la unién
a complejos proteicos mediante su unién especifica por grupos OH o N, como se aprecid
en la modulaciéon de caspasas (cistein proteasas similar a serina proteasas). Citando a

Naghii et al., (Naghii et al., 2011) en el ser humano el bdrax también disminuye los CMI,

ademas de modulacién hormonal, lo que puede ayudar a comprender el efecto en MCF-7,
sobre su sefializacidon ER (+). Estas evidencias permiten ampliar el panorama del efecto
citotoxico considerable en MCF-7 y no en PBMCs, cuya capacidad de proliferacién estd
mediada por la regulacion de este compuesto de B, que, a pesar de ser un estrés en
adicién a su medio de crecimiento, estas células son capaces de adaptarse a ello, y
metabolizarlo para seguir proliferando (puntualmente, es necesario ensayos de
proliferacién para corroborar), suponiendo con base en estos estudios, dichas
interacciones quimicas, punto clave que también es necesario esclarecer en el mecanismo
molecular del bérax. Sumado a su efecto modulador, también se ha descrito que el bdrax
da lugar a la estimulacién de la proliferacion de cardiomiocitos de modelo murino,
inducidos a CH con ISO por inhibicidén de la apoptosis. Y en este contexto, la reversibilidad
de su inhibicion puede sugerirse relacionada por la inhibicién de este tipo de muerte
celular, en contraste con MCF-7 que son susceptibles a apoptosis. Sin embargo, mas
estudios moleculares como ensayos de proliferacion que demuestren detenimiento en
alguna fase del ciclo celular por efecto del bérax (arresto celular); evaluacion de CMI, ROS,
EMR, moléculas de senalizacion (ER, PR); anadlisis de expresion global de genes
relacionados a otros tipos de muerte celular o la sinergia; entre otros por inferir, son

necesarios.
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Figura 30. Curva concentracion respuesta curso temporal del efecto citotéxico del bérax en
PBMCs, a 24, 48 y 72 h, respectivamente. Los resultados se presentan como el promedio de tres

réplicas +SD del experimento. Comparacion de medias Tukey (*p < 0.05; 16 mM a 24 h).
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Figura 31. Evaluacidon de la citotoxicidad por exposicidn a bdrax en PBMCs. 24, 48 y 72 h,

respectivamente. Los resultados se presentan como el promedio de tres réplicas +SD del

experimento. ANOVA de dos vias. Comparacion de medias Tukey (*p < 0.05).
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VII.5.1 Analisis de la expresion génica asociada a apoptosis en PBMCs
El andlisis de la expresidn relativa de caspasas 3, 8 y 9, en PBMCs por exposicién a bdrax
(0.5, 2, 4, 8 y 16 mM) a 72 h, respectivamente (en relacidon a su evaluacidn citotdxica)
mostrd valores similares de expresion con respecto al control (solo medio de cultivo)
(Figura 32, incisos A, B y C). Los resultados evidenciaron la regulacion negativa de las
caspasas a 72 h, lo que confirma la reversibilidad del efecto inhibitorio significativo a 24 h
por efecto del bérax sobre PBMCs. Los valores relativos de expresidn, en cada una de las
concentraciones empleadas (inclusive al ampliar la curva) para las tres caspasas, no
incrementaron significativamente con respecto al control, a excepciéon de la concentracion
4 mM, sin embargo, este incremento solo fue significativo y no considerablemente, en
comparacion con la expresion relativa de caspasas en MCF-7. Estos resultados afines a la
curva de la viabilidad celular de PBMCs, indican que el bérax ejerce estrés, pero, las
células tienen la capacidad de adaptarse, bloqueando a moléculas inductoras de muerte.
Con respecto a los CMI y a los niveles de expresion de caspasa 8 (Figura 32, inciso B), en
comparacion con el perfil de caspasa 3 y 9 (Figura 32, incisos A y C), su incremento es
ligeramente mayor, por lo que el mecanismo de muerte en PBMCs podria inducirse
principalmente por la via extrinseca a diferencia de MCF-7, con base a la activacion de
caspasas selectivas a la via apoptética (caspasa 8 via extrinseca, y caspasa 9 via
mitocondrial), lo que se fundamenta con los estudios descritos para CMI, que implican
receptores de muerte y moléculas de sefializacién de la respuesta inmune. Con respecto a
lo mencionado y a estos resultados se demuestra que las PBMCs son capaces de evadir la
muerte ante el estrés ocasionado por el bdrax, adaptarse y contrarrestar el efecto
citotoxico de este compuesto a tiempos de exposicidon cortos, lo que alude el uso del

bdrax a tiempos de exposicidn mas largos.
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Figura 32. Niveles de expresidén de caspasas: A) caspasa 3, B) caspasa 8 y C) caspasa 9 en PBMCs
después de exposicion a bérax (0, 0.5, 2, 4, 8 y 16 mM) durante 72 h, respectivamente. Gen
ciclofilina como control interno. Los resultados se presentan como el promedio de tres réplicas
+SD del experimento. ANOVA de dos vias. Comparacion de medias Tukey

(*p < 0.05%*p < 0.01; ****p < 0.0001).
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VII.6. Evaluacidn de la citotoxicidad del borax concentracion respuesta en HAEC

Finalmente, se evalué la viabilidad celular en HAEC, después de la exposicion a bdrax
1 mMy 10 mM, a 24 h de exposicion, como otra opcidon de seguimiento en células
normales. Los resultados no mostraron efecto citotoxico en esta linea (Figura 33), como se
aprecido con el control negativo DOX, cuya disminucidon de la viabilidad celular fue
considerablemente significativa, con respecto a las medias de cada tratamiento. La
evaluaciéon del efecto del bdrax, demostré que este compuesto actla selectivamente
hacia BC, y en relaciéon a HAEC, promovid con bdrax 10 mM ligeramente el crecimiento, sin
embargo, es necesario ampliar la curva para un mejor seguimiento a tiempos de
exposicidon mayores. Este resultado fue prometedor, selecciondandose 10 mM como limite
de la curva para HAEC por la cercania de la ICsp de MCF-7, sin embargo, se plantea
necesario la extension de esta curva. Cabe mencionar que la evaluacién en HAEC ratifica la
idea del uso de concentraciones menores en MCF-7 a tiempos de exposicion mas largos,
ya que ni el limite de concentracion (mM) de la curva usada para los experimentos
descritos podria causar citotoxicidad en células normales; pese a ello, se necesita la

exploracidn en sistemas in vivo o in silico, por la variabilidad de los sistemas bioldgicos.

100 A
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Figura 33. Evaluacién de la citotoxicidad a 24 h de exposicion a bérax en HAEC. Los resultados se
presentan como el promedio de tres réplicas +SD del experimento. Comparacion de medias

Dunnet (***p < 0.001).

Maestria en Biotecnologia 2020




CONCLUSIONES

VIIl. CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez el efecto citotdxico, apoptoético y epigenético del bdrax en
MCF-7. Con respecto a su efecto citotdxico en esta linea de BC positivo, la inhibicidn del
crecimiento es dependiente de la concentracién y el tiempo de exposicion a bérax. La
viabilidad celular en MCF-7 por efecto de este compuesto, alcanzé su inhibicién media
maxima a 9.042 mM a 24 h. En relacién a la evaluacion de esta actividad del bérax en
PBMCs se observo citotoxicidad a 24 h, sin embargo, las células tuvieron la capacidad de
contrarrestar la inhibicién de su crecimiento a mayor tiempo de exposicion. Esto evidencia
la suficiencia de las PBMCs para adaptarse al estrés ejercido por el compuesto y conservar
la capacidad de proliferacién celular. Ademas, la evaluacion del efecto del béorax en HAEC,
mostré que no ejerce actividad citotdxica en esta linea. Por tanto, se ratifica el dafo
selectivo del bérax en cancer, sumado a las determinaciones citotéxicas y ensayos de
proliferacion celular de este compuesto en HepG2 y HL-60. Aunado a su citotoxicidad en
MCF-7, se demostrd que esta actividad esta asociada a la induccién de apoptosis, ambas
vias, preferencialmente via intrinseca o mitocondrial, mediante la regulacién positiva de
caspasas 3, 8 y 9. En PBMCs la inhibicién de su crecimiento celular por efecto del bdrax
estd asociado a apoptosis, mecanismo que es reversible a mayor tiempo de exposicién con
el compuesto. Asimismo, su actividad citotoxica y apoptdtica estan relacionadas a la
modulacion epigenética, mediante el incremento de la metilacién global del ADN en
MCF-7. El aumento del porcentaje de 5mdC en los patrones de hipometilacién global
caracteristicos del cancer, evidencia el papel modulador del bérax en la metilacién de los
sitios CpG, similar a los compuestos bajo investigacion y aprobados para terapia
epigenética, ademads, se refiere la utilidad de determinaciones epigenéticas como
bioindicadores para enfermedades como el cdncer. De acuerdo a estos hallazgos, se
argumenta el potencial del bérax como una opcién para el tratamiento del BC, cuya
qguimiorresistencia sigue siendo el factor limitante de los farmacos antineoplasicos. El
mecanismo putativo del bdrax en MCF-7 se refiere en la Figura 34, manifestando
necesarios estudios de biologia molecular y otras ciencias que permitan esclarecer su

mecanismo molecular.
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Figura 34. Mecanismo del béorax en MCF-7
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IX. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto citotoxico del bérax en MCF-7 con concentraciones menores
(< mM) a tiempos de exposicidon mas largos (> 72 h).

Evaluar la viabilidad y muerte celular por calceina AM y yoduro de propidio,
aprovechando la relacién de estos dos marcadores fluorescentes en un solo
ensayo, que proporcionaria mayor informacién sobre su efecto citotéxico al
conocer el numero de células vivas con respecto a las muertas (analisis
cuantitativo).

Realizar ensayos de proliferacién celular en MCF-7 por exposicidon a bdérax, como
un factor prondstico, ejemplos de estas técnicas que se basan en el analisis del
contenido de ADN o de marcadores del metabolismo celular, podrian ser el ensayo
de BrdU, o arresto celular mediante la evaluacion de Ki-67 (en particular, seria muy
util en BC por la asociacién a esta proteina, Tabla 1).

De acuerdo a los resultados de la expresidn relativa de genes caspasas 3, 8 y 9 en
MCF-7 por efecto del bdrax, se sugiere el uso de otras técnicas que ratifiquen el
mecanismo de muerte por efecto de este compuesto. Los ensayos de citometria de
flujo son mas especificos para evaluar apoptosis, basados en la determinacién de
las moléculas de sus cascadas, que como se ha descrito, son altamente dindmicas y
convergentes. Permitiria inferir mejor el mecanismo de muerte por el analisis de
células necréticas, la actividad de otras caspasas, actividad mitocondrial
(PMM, ROS, Ca?*), asi como los cambios morfoldgicos nucleares (ensayo TUNEL).
Realizar un analisis global de genes en MCF-7 por exposicién a bdrax como se ha
realizado para HepG2, permitiria ampliar el panorama de su mecanismo molecular,
mediante la asociacion de la expresion o represidon de genes de procesos
bioldgicos, como respuesta inflamatoria, estrés oxidativo, transduccion de senales,
entre otros.

Determinar el efecto citotoxico del bdrax en otra linea de BC para su comparacion,
podria evaluarse en MDA-MB-231, ya que es una linea triple negativo en contraste

con MCF-7 que es clasificada como Luminal A (Tabla 1).
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Seria interesante determinar si su actividad es selectiva en funcién del receptor,
como podria ser su evaluacion en un tipo de BC mas resistente.

7) Determinar la relacion de bérax en MCF-7 con marcadores de estrés oxidativo
como GSH, MDA, PCO, GPx, GR, SOD, CAT, SAM, TG, cyt C, entre otros.

8) Evaluar el bérax in silico, e in vivo en algin modelo murino, por ejemplo, en
ratones BALB/c.

9) En relacién al efecto epigenético en MCF-7, evaluar la modulaciéon de este
compuesto en los patrones de metilacion global del ADN, a tiempos de exposicidn
mas largos con concentraciones mas bajas (< 1 mM).

10) Finalmente, con respecto a otros compuestos de B, evaluar el efecto del acido
bdrico en MCF-7, ya que, a pesar de las evidencias de que ejerce un efecto menor
al bérax en tumores sélidos en comparacién con neoplasias hematoldgicas (HL-60),

no se ha determinado su actividad en esta linea de BC.
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