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Resumen

En las ultimas décadas se han logrado nuevos avances en el descubrimiento de
farmacos contra el céncer utilizando compuestos naturales, entre los cuales los
polifenoles han surgido como moléculas prometedoras. Pueden actuar sobre varios
objetivos moleculares debido a su comportamiento promiscuo, presentando varios

efectos fisioldgicos, algunos de los cuales confieren actividad antitumoral.

El objetivo del presente trabajo ha sido optimizar las condiciones de extraccién de
un extracto de hoja de olivo con capacidad antitumoral en modelos celulares de cancer
de mama ya demostrada y determinar la capacidad antiproliferativa, asi como el
mecanismo de accidn, de los principales compuestos activos de dicho extracto, la

diosmetina, la apigenina y la luteolina.

Para estudiar el mecanismo de accidn por el cual estos compuestos inhiben la
proliferacion celular se llevaron a cabo ensayos de viabilidad y citotoxicidad, asi como
ensayos relacionados con la viabilidad mitocondrial y el estrés oxidativo. Ademas, se
ha analizado la permeabilidad intestinal de los compuestos mediante el uso de
monocapas de células intestinales Caco-2 como modelo de epitelio intestinal y a partir
de sus estos resultados se ha estimado el potencial de atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE). Por ultimo, se estudiaron las interacciones sinérgicas para la
capacidad antiproliferativa entre los tres compuestos en combinaciones dobles y

triples.

Los resultados obtenidos demuestran que la combinacién de los compuestos
diosmetina, apigenina y luteolina posee un efecto antiproliferativo en modelos
celulares de los tres subtipos moleculares, luminal, HER2+ y triple negativo (TNBC), asi
como en un modelo celular metastasico de cerebro, siendo ademas este efecto
selectivo de las células tumorales puesto que es muy inferior en un modelo celular de

tejido no tumoral.



El mecanismo de muerte principal para las lineas celulares de cancer de mama
luminal y TNBC fue la apoptosis con dafio mitocondrial y aumento de la produccién de
especies reactivas de oxigeno, observandose de manera secundaria un efecto
citostatico. Por el contrario, en la linea celular de cancer de mama HER2+ se observo
principalmente un efecto citostatico y secundariamente un efecto apoptdtico con un

leve dafno mitocondrial.

Ademas, se determind que los tres compuestos presentan una permeabilidad
intestinal moderada y que son buenos candidatos para atravesar la barrera

hematoencefalica.

En cuanto a los efectos sinérgicos para la capacidad antiproliferativa, los compuestos
mostraron interacciones dependientes de la ratio, es decir, que dependiendo de la

ratio pueden presentar tanto sinergia, como aditividad o antagonismo.

Los resultados obtenidos justifican la utilizacion de la combinacion de diosmetina,
apigeninay luteolina en nuevos ensayos que profundicen en su mecanismo de accion,
asi como estudios in vivo que confirmen sus capacidades antitumorales en modelos

animales cancer de mama, ademas de su permeabilidad intestinal y hematoencefalica.



Abstract

In recent decades, new advances have been made in the discovery of anti-cancer
drugs using natural compounds, and polyphenols have emerged as promising
molecules. They can act on several molecular targets due to their promiscuous
behavior, presenting several physiological effects, some of which confer antitumor

activity.

The objective of this work has been to optimize the extraction conditions of an olive
leaf extract that has shown antitumor capacity in breast cancer cell models and
determine the antiproliferative capacity, as well as the mechanism of action of its main

active compounds, diosmetin, apigenin and luteolin.

To study the mechanism of action by which these compounds inhibit cell
proliferation, viability and cytotoxicity tests were carried out, as well as tests related
to mitochondrial viability and oxidative stress. In addition, the intestinal permeability
of the compounds has been analyzed using Caco-2 intestinal cell monolayers as a
model of intestinal epithelium and based on these results, the potential to cross the
blood-brain barrier has been estimated. Finally, synergistic interactions for the
antiproliferative capacity between the three compounds in double and triple

combinations were studied.

The results show that the combination of diosmetin, apigenin and luteolin exhibit
antiproliferative effect in cellular models of the three molecular subtypes, luminal,
HER2+ and triple negative (TNBC), as well as in a brain metastatic cell model. This was
a selective effect on tumor cells since the combination showed a weaker effect on a

non-cancer breast cell model.

The main death mechanism for luminal and TNBC cell lines was apoptosis with
mitochondrial damage and increased production of reactive oxygen species, a

cytostatic effect being observed secondarily.



Nevertheless, for the cancer cell line HER2 + breast, the main effect was cytostatic

and secondarily an apoptotic effect with a slight mitochondrial damage.

In addition, intestinal permeability, it was determined that the three compounds
have a moderate permeability and that they are good candidates to cross the blood

brain barrier.

Regarding the synergistic effects for the antiproliferative capacity, the compounds
showed interactions depending on the ratio, that is, depending on the ratio, they can

present synergy, additivity or antagonism.

The results obtained justify the use of the combination of diosmetin, apigenin and
luteolin in new trials that deepen its mechanism of action, as well as in vivo studies
that confirm its antitumor abilities in animal models breast cancer, in addition to its

intestinal and blood-brain permeability.
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1.1.Cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial que se origina cuando las células
normales del organismo sufren una serie de mutaciones que tienen como
consecuencia un crecimiento anormal y descontrolado, produciéndose la formacion
de agrupaciones celulares en masas tumorales. El crecimiento descontrolado se ve
acompafiado por la angiogénesis, es decir, por la generacion de nuevos vasos
sanguineos (Figura 1). Algunas de las células tumorales pueden llegar a otros érganos
a través de la invasion de tejidos adyacentes, extension local, de la entrada circulacion
sanguinea, extravasacion, o mediante el sistema linfético, infiltracion linfatica, y dar

lugar a tumores secundarios, o lo que es lo mismo, generar metastasis®.

Las células cancerigenas presentan multiples alteraciones tanto en el nimero como

en la estructura de sus genes y cromosomas.

Initiation Promotion Progression
DNA damage Proliferation Angiogenesis
Mutations Death evasion Invasion & migration

oV = Y
Q00
0000
Blood vessels @
Lmsrs T = ——
Normal Initiated Preneoplasic Tumor Invasive Metastasizing
cells cells cells cells cells cells

Figura 1. Etapas de la carcinogénesis
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La mayoria de las alteraciones genéticas que presentan las células cancerosas
ocurren en células somaticas, aunque en algunos tipos de canceres las alteraciones

pueden afectar a células germinales o ser alteraciones epigenéticas.

Las diferentes mutaciones que promueven la aparicidon de células cancerigenas les
otorgan ciertas caracteristicas que les permiten crecer de manera descontrolada y

formar tumores?, algunas de estas caracteristicas son las siguientes (Figura 2):

e Produccidn de factores de crecimiento.

e Insensibilidad a las sefales de inhibicion de crecimiento.

e Evasion del sistema inmune.

e Capacidad de replicacion sin limite.

e Proceso de inflamacidn.

e Capacidad de invadir y producir metastasis.

e Induccidn de angiogénesis.

e |nestabilidad gendmica y mutaciones.

e Evasion de la apoptosis y otros mecanismos de muerte celular.

e Reprogramacion metabdlica.

Sustaining proliferative Evading growth

signaling _ - ‘ suppresors
>

A

Avoding inmune

Deregulatin o ;
€ g‘ v destruction
celular energetics

Enabling
Resisting cell ; .repllcatl\'re
3 inmortality
death 3
o &
s *ﬂg de
Genome P t(\
inestability T )
and mutations f \ u‘mor-promfmng
inflammation
Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Figura 2. Principales caracteristicas de las células tumorales — Fuente: Abcam
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El cancer constituye uno de los principales problemas de salud en la poblacion,
siendo una de las primeras causas de mortalidad a nivel mundial. En 2018 se
diagnosticaron 18 millones de nuevos casos, el 1.6% de ellos en Espafia, y hubo 9.5

millones de muertes relacionadas con el cancer, el 1% de ellas en Espafia®.

Los continentes menos desarrollados, Africa, América latina y Asia representan mas
del 60% de la incidencia y entorno al 70% de la mortalidad frente al 30% y 40% que

suman Europa y América del norte respectivamente (Figura 3).

Se estima que en los proximos 20 afios se produciran un 60% mas de nuevos casos y
qgue el nimero de muertes ascenderd un 70% respecto a la actualidad. Dicho
incremento seria consecuencia del envejecimiento de la poblacidn debido al aumento
en la esperanza de vida, el aumento de la poblacién y los habitos de vida perjudiciales
como el sedentarismo, la elevada tasa de obesidad, el tabaquismo o el alcoholismo,
asi como las infecciones por virus oncogénicos como el de la hepatitis B (VHB) y el
hepatocarcinoma, el Epstein-Barr (EBV) y el linfoma de Burkitt, el del papiloma
humano (HPV) y el cancer uterino, cervical y de préstata o una de las especies de

herpes virus (HHV-8) y el sarcoma de Kaposi.

A

—Oceania
0,73%

Data source: Globocan 2018 International Agency for Research on Cancer
Graph production: Global Cancer

Observatory (http://gco.iarc.fr) 7@ World Health

“%.¥ Organization

Figura 3. Porcentajes de incidencia (A) y mortalidad (B) segun continente — Fuente: GLOBOCAN 2018
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Continente/Zona Incidencia Mortalidad
Hombres | Mujeres | Ambos | Hombres | Mujeres | Ambos
Este 112,4 150,7 | 131,9 87,0 107,6 | 97,4
. Centro 101,8 109,2 | 104,2 79,5 80,9 79,1
Africa Norte 1389 1373 1372 | 1021 769 885
Sur 230,5 196,1 | 204,2 | 142,4 98,3 | 1131
Oeste 95,6 122,0 | 108,3 72,1 83,6 77,3
Caribe 213,1 182,9 | 196,2 | 117,4 89,5 | 101,7
América Centro 139,3 149,7 | 144,0 67,4 64,2 65,3
Norte 387,6 322,1 | 350,2 | 104,2 80,7 91,2
Sur 220,0 195,2 | 204,3 | 107,3 81,1 91,9
Este 238,4 192,0 | 213,2 | 159,6 89,7 | 123,2
Asia Sur-Centro 97,5 95,9 96,3 70,9 60,6 65,6
Sur-Este 156,1 142,5 | 147,2 | 113,8 79,7 94,7
Oeste 190,1 154,6 | 168,2 | 120,5 74,3 95,1
Este-Centro 280,1 216,5 | 238,3 | 171,0 92,0 | 1231
Europa Norte 344,6 295,0 316,2 | 1184 88,7 | 101,7
Sur 319,5 247,0 | 278,41 1315 76,2 | 100,9
Oeste 363,5 195,2 | 323,41 130,0 84,4 | 105,0
Australia-
Nueva 571,2 362,2 | 463,1 | 109,8 | 120,7 @ 92,9
Zelanda
Oceania | \jejanesia 1973  203,6 1973 | 1333 1207 1244
Micronesia 204,6 204,3 80,3 145,6 90,6 | 115,8
Polinesia 241,7 160,3 | 220,3 | 142,2 99,0 | 1183

Tabla 1. Tasas de incidencia y mortalidad cada 100.000 habitantes estandarizadas por edad (ASR) —
Fuente: GLOBOCAN 2018
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Los tipos de cancer se pueden clasificar segln el érgano en que se producen (colon,

pulmon, mama, etc.) o por el tejido que les dio origen (Figura 4):

e Carcinomas: son canceres con origen en las células epiteliales que conforman
el tejido que tapiza la superficie de érganos, glandulas y estructuras corporales.
Representan mas del 80% del total de canceres, incluyendo los tipos mas
comunes de cancer como son el de pulmdn, mama, colon o préstata.

e Sarcomas: son canceres que se forman a partir del tejido conectivo (muscular,
Gseo, cartilaginoso y graso) siendo mas frecuentes los de tipo éseo. Son poco
comunes, representan solo el 1% del total, y aunque pueden aparecer a
cualquier edad tienen mayor incidencia en la infancia y la adolescencia.

e Leucemias: son canceres que se originan en las células de la serie linfoide y de
la serie mieloide producidas por la médula ésea y que conforman el grueso de
las células sanguineas. Son el tipo de cancer infantil mas frecuente.

e Linfomas: se desarrollan a partir de células de la serie linfoide, concretamente
los linfocitos, y se localizan generalmente en el interior de ganglios y érganos
linfaticos, aunque también pueden verse afectados el higado y el bazo. El
criterio para diferencia un linfoma de una leucemia de linfocitos es que la

cantidad de linfocitos cancerosos, linfoblastos, en la medula sea inferior al 20%.

Leukemias: Bloodstreams

Carcinomas:
Lung
Lymphomas: Lymph nodes
Breast
Colon
Bladder Sarcomas:
Prostate Fat
Bone
Muscle

Figura 4. Esquema de los tipos de cancer segun el tejido en que se producen
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1.2.El cAncer de mama

1.2.1.Anatomia

Las glandulas mamarias son los érganos encargados de la produccion de leche y se
encuentran ubicados en el térax. La mama estd constituida por multiples I6bulos y
lobulillos, en los cuales se produce la leche, y estos estan unidos por una serie de tubos
denominados ductos o conductos galactéforos que conducen la leche hacia el pezon.
Ademas, estd rodeada de tejido graso que proporciona consistencia y volumen a
la mama (Figura 5). El tejido mamario también contiene vasos sanguineos, cuya
funcién es proporcionar sangre a la glandula y vasos linfaticos, que confluyen en
pequefias formaciones redondeadas denominadas ganglios linfaticos siendo los mas
cercanos a la mama los que se encuentran en la axila, aambos lados del esternén y en

la zona supraclavicular.

Adipose tissue
L Pectoral muscle
Desde el nacimiento hasta la

edad adulta, las mamas se !
Rib bone
encuentran en constante cambio

Fat tissue

ya que es un tejido que depende
Nipple

del suministro de hormonas para Mammary duct

su crecimiento, es decir, es un Mammary lobule

tejido hormonodependiente. ) . . .
Figura 5. Esquema anatdémico de la glandula mamaria

Bajo el efecto de las hormonas femeninas (estrogenos y progesterona), las mamas
crecen durante la pubertad y se ven influenciadas en la edad reproductiva por los ciclos
menstruales. En la menopausia, el descenso hormonal provoca una sustitucion del

tejido glandular por tejido adiposo.
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Teniendo en cuenta la anatomia mamaria, los tumores de mama pueden

diseminarse por:

e Crecimiento local: el cdncer de mama crece por invasién directa, infiltrando
otras estructuras vecinas como la pared toracica (musculos y huesos) y la piel.

o Diseminaciodn linfatica: la red de vasos linfaticos de la mama permite el drenaje
linfatico hacia los ganglios. Los situados en la axila suelen ser los mas afectados,
seguidos de los situados en la arteria mamaria interna y los supraclaviculares.

e Diseminacion hematégena: se realiza a través de los vasos sanguineos

preferentemente hacia los huesos, pulmén, higado, cerebro y piel.

1.2.2.Clasificacion

El cancer de mama, puesto que se origina en el tejido que compone la glandula, se
clasifica como un adenocarcinoma, aunque se suela denominar carcinoma. Este se

puede clasificar como (Figura 6):

e Carcinoma in situ: tumores originados en el interior del conducto mamario que
no se infiltran en el tejido adyacente, es decir, quedan contenidos por la
membrana basal. Puede ser:

¢ DCIS (del inglés Ductal carcinoma in situ): suelen diagnosticarse en
pacientes asintomaticas debido a su hallazgo en mamografias de
rutina preventiva cuando se observan calcificaciones en los ductos.

¢ LCIS (del inglés Lobulillar carcinoma in situ): no suele considerarse
esta neoplasia como cancer debido a que no suelen evolucionar a un
carcinoma invasivo pese a no ser tratados. Sin embargo, aumentan el
riesgo de padecer otro carcinoma invasivo en cualquiera de las

mamas.
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e Carcinoma invasivo o infiltrante: tumores que han crecido e invadido el tejido

circundante. Principalmente existen dos tipos de cancer de mama invasivo:

Carcinomas ductales:

L. Invasive lobular carcinoma
se originan en las
In situ lobular carcinoma

células que revisten los
conductos galactéforos

y traspasan la
In situ ductal carcinoma

membrana basal de los Invasive ductal carcinoma

ductos. Es el tipo mas

Figura 6. Localizacion de los principales tumores

0,
frecuente cerca del 80% mamarios

de los carcinomas invasivos en mama son ductales.

Carcinomas lobulillares: se originan en las células de los lobulillos
mamarios, donde se produce la leche, e invaden la pared de dichos
lobulillos. Su incidencia es mucho menor que los carcinomas ductales

representando solo el 10% de carcinomas mamarios

Por otro lado, la clasificacion general de los tumores se lleva a cabo con el sistema

de estadificacion TNM (Tabla 2), que se usa para describir tanto la cantidad de tejido

canceroso como su diseminacién®.

e Tumor primario (T): describe el tamaiio del tumor y la diseminacién cercana.

L

L

TX: no puede medirse un tumor primario.

TO: no puede encontrarse un tumor primario.

Tis: carcinoma in situ.

T1, T2, T3, T4: se refiere al tamanio y/o extensidn del tumor principal.

Las T pueden subdividirse para proveer mas detalle, como T3ay T3b.
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e Ganglios linfaticos regionales (N): describe la diseminacion del cancer hasta los

ganglios linfaticos cercanos. Estadio TNM
¢ NX: no puede medirse el cancer en los Estadio O | Tis NOMO
ganglios linfaticos cercanos. Estadiol | T1NOMO
) ' TO N1 MO
¢ NO: no hay cancer en los ganglios Estadio 1A | T1 N1 MO
linfaticos cercanos. T2 NOMO
di T2 N1 MO
¢ N1, N2, N3: se refiere al nimero y Estadio 1B | —2 \o Mo
ubicacidn de los ganglios afectados. TON2MO
Estadio Ill T1 N2 MO
e Metastasis distante (M): describe las metastasis. stadio T2 N2 MO

A

. MX: d di | tastasi T3 N1 MO
: no puede medirse la metastasis. T3 N2 MO
¢ MO: el cancer no se ha diseminado a T4 NO MO
Estadio IIIB | T4 N1 MO
otras partes del cuerpo. T4 N2 MO
¢ M1: el cancer se ha diseminado a otras Estadio Ill C Cualquier
T N3 MO

partes del cuerpo. Cualou
3 ualquier
Estadio IV TyN M1

Tabla 2. Estadificacion

1.2.3.Incidencia y mortalidad

El cdncer de mama es el tumor mas frecuente en las mujeres occidentales, 2 de cada
8 mujeres tendra un tumor mamario a lo largo de su vida. Si se tienen en cuenta ambos
sexos, solo el cancer de pulmdn presenta una mayor incidencia a nivel mundial
mientras que en Espafia, aun con esa consideracion, sigue siendo el mas comun (Figura
7). Al aio se diagnostican en el mundo 2 millones de nuevos casos, cerca de 33,000 de
ellos en Espafia®. Se calcula una tasa anual de mortalidad mundial cercana alas 627.000
muertes, mas de 6.000 de ellas en Espafia, y representa en torno al 10% del total de

tumores a nivel mundial.
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La mayor incidencia se corresponde con las zonas mas desarrolladas como Australia,
Europa o América del Norte mientras que la mortalidad es mayor en las zonas menos
desarrolladas como Melanesia o Polinesia, siendo una excepcion América del norte

gue ocupa el tercer lugar con las tasas de mortalidad mas elevadas.

La diferencia entre la elevada incidencia y baja mortalidad en las zonas desarrolladas
se debe alos avances en el diagndstico precoz gracias a los cribados preventivos, como
por ejemplo la mamografia bianual a mujeres a partir de los 40 afios en Espafia, asi

como a los nuevos tratamientos especificos alternativos a la quimioterapia clasica.

International Agency for R h on Cancer
$ World Health
‘¢ Organization

Figura 7 Porcentajes de incidencia de los tipos mayoritarios de cancer para mujeres, hombres y ambos
sexos — Fuente: GLOBOCAN 2018

Data source: Globocan 2018
Graph production: Global Cancer
Observatory (http://gco.iarc.fr)
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1.2.4.Factores de riesgo

Los factores que aumentan las posibilidades de desarrollar tumores mamarios son>:

e Elsexo: la prevalencia en mujeres es cien veces mayor que en hombres debido
a que es un érgano subdesarrollado enlos hombres y a la ausencia de hormonas
femeninas.

e Laedad: el riesgo crece con la edad, ocurriendo el 77% de los casos pasados los
50 afios.

e La raza: la raza caucdsica presenta mayor prevalencia que la asiatica o la
africana y, aunque se desconocen las causas, esta diferencia se suele asociar
con el estilo de vida.

e La herencia genética: el riesgo de tener un cancer de mama es 1,8 veces
superior si se tiene un familiar de primer grado con cancer de mama u ovario.
Si el tumor del familiar aparecié a una edad temprana, antes de los 40 afios, el
riesgo se incrementa en 5,7 veces. Estudios recientes muestran que alrededor
del 5 al 10% de los canceres de mama son hereditarios debido a mutaciones
genéticas. Los genes mas conocidos son BRCA 1y BRCA 2, que aumentan en un
80% las posibilidades de desarrollar cancer de mama, y a una edad mas joven.
Otros genes involucrados son p53, ATM, PTEN, MLH1, MLH2 y CHEK-2°.
Recientemente se ha puesto en practica como medida preventiva la
mastectomia en mujeres con antecedentes familiares que dan positivo para
mutaciones en dichos genes.

e Los factores hormonales: la menarquia temprana (previa a los 12 afios) y la
menopausia tardia (después de los 55 afios) aumentan el riesgo y podria
deberse a una exposicion mas prolongada al estrégeno y la progesterona. La
edad tardia (después de los 35 afios) del primer embarazo también aumenta las

posibilidades.
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1.2.5.Diagndstico

El diagndstico se suele llevar a cabo mas cominmente en las revisiones habituales

con el ginecdlogo en pacientes asintomaticos o cuando la paciente acude a su médico

de cabecera porque presenta sintomas. Primero se revisa la historia clinica y familiar y

se realiza una exploracion fisica para detectar posibles cambios en la consistencia de

la mama, la presencia de nddulos y ganglios linfaticos en la axila o las fosas

supraclaviculares y valorar el estado de la piel y del pezén.

Si existe sospecha de cancer de mama se completa el diagndstico con otras pruebas:

Andlisis de sangre y orina: realizacion de un hemograma, bioquimica renal y
hepatica y determinacidon de iones, ademas de la busqueda de marcadores
tumorales especificos para el cdncer de mama, el antigeno carcino-embrionario
(CEA) y el CA 15-3.

Mamografia: consiste en la realizaciéon de una radiografia especial de las
mamas con un aparato de rayos X disefiado para tal fin llamado mamagrafo. Es
la exploraciéon mas eficaz para detectar precozmente los tumores malignos de
mama y por eso es, ademas, una prueba de cribado que se realiza a todas las
mujeres a partir de 40 afios bianualmente en nuestro pais.

Otras: en el caso de obtener resultados compatibles con cdncer de mama se
realizarian pruebas complementarias como son la ecografia o |la biopsia por
puncidn-aspiraciéon con aguja fina, la biopsia con aguja gruesa o la biopsia
quirargica. En el caso de mamas densas también se realiza una resonancia

nuclear magnética (RMN).
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1.2.6.Subtipos moleculares y tratamientos

La identificacidon de biomarcadores moleculares desempefia un papel importante en

el diagndstico y prondstico del cancer de mama. Representan objetivos terapéuticos y

su expresion se utiliza para clasificar los diferentes subtipos de canceres de mamay asi

seleccionar el tratamiento postquirurgico.

Segun los diferentes subtipos moleculares (Tabla 3) los principales biomarcadores

del cancer de mama incluyen los receptores hormonales de estrégeno y progesterona

(ER y PR), el receptor epidérmico humano de tipo 2 (HER2/ERBB2) y, con menos

relevancia, la proteina Ki-67’. Estos marcadores han sido ampliamente estudiados, y

su expresion se correlaciona con las diferencias en el comportamiento del tumory la

respuesta del paciente a los tratamientos®®:

Los receptores hormonales, los ER y los PR son los principales factores
responsables de la respuesta hormonal. Las glandulas mamarias son un tejido
dependiente de hormonas, y su respuesta estd controlada por estos
receptores!®!!, La expresién de ER y PR confiere un mejor prondstico y es la
base de la terapia antihormonal.

HER2 es un receptor de membrana involucrado en la transduccion de sefiales
de proliferaciéon celular. Esta presente en las células normales y en la mayoria
de los tumores, pero en el 5-15% de los tumores de mama esta sobreexpresado,
lo que aumenta la agresividad del tumor??. Estos tumores suelen ser sensibles
a tratamientos anti-HER2, como son los anticuerpos monoclonales o los
inhibidores especificos®®.

Ki-67 es un marcador proteico que solo se puede detectar en células en
proliferaciéon y se usa actualmente para evaluar la tasa de proliferacion de
tumores, en particular de los canceres de mama, endocrinos y cerebrales. Los

tumores con altas tasas de proliferacion (> 15%) tienen peor prondstico®.
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Utilizando estos marcadores moleculares, el cancer de mama se puede dividir en tres
subtipos moleculares principales: luminal (A, B y C), tipo HER2+ y cancer de mama

)37 esta divisidn determina el tratamiento como se muestra en

triple negativo (TNBC
la Tabla 3. La sobreexpresiéon de HER2 esta relacionada con la falta de expresion de los
receptores hormonales en la mayoria de los casos. La misma situacion ocurre con el

Ki67, que generalmente se encuentra elevado en las células que no expresan estos

receptores.
Subtipo Luminal A I Luminal B I Luminal C I HER2+ I TNBC
ER/PR +/+ +/+ +/+ -/- -/-
HER2 - - + + -
Ki67 <15% >15% >15% <15%> >15%

Antihormonal Anti-HER2

Tratamientos Quimioterapia

Prondstico Bueno — Malo

Tabla 3. Subtipos moleculares de cancer de mama
1.2.6.1.Luminal A, By C

Los tumores luminales son hormonodependientes, con expresidon positiva de
receptores de hormonas (ER/PR-positivo). Los tumores luminal A son HER2 negativos
y presentan tumores de estadio | o Il. Representan el 30-70% de los canceres de

18-20

mama y tienen el mejor prondstico, con altas tasas de supervivencia y baja

recurrencia?®.

Los tumores luminal B pueden ser HER2 negativos o positivos; en este ultimo caso,
algunos autores lo consideran como un nuevo subtipo llamado luminal C*, aunque

esta clasificacidén no estd muy extendida todavia.

Los tumores luminal B se caracterizan por un estadio tumoral mas alto debido a un

tamafio tumoral mas grande y una diseminacion positiva de los ganglios linfaticos.
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Los pacientes con tumores luminal B generalmente se diagnostican a edades mas
avanzadas que en los casos con luminal A2%. En comparacién con los tumores luminal
A, también tienden a tener factores que conducen a un peor prondstico,
principalmente un aumento de la proteina Ki67 de 15 a 20%>>%. La prevalencia de
tumores de tipo luminal B es de aproximadamente el 10 a 20%'¥%° y aunque muestra

altas tasas de supervivencia, no son tan altas como las de los tumores luminal A2,

Los tratamientos para ambos subtipos se basan en regimenes de terapia
antihormonal?’, que se basan en el uso de moduladores selectivos del receptor de
estrogeno (SERM), como el tamoxifeno o fulvestrant y los inhibidores de la aromatasa

como el anastrozol, exemestano y letrozol?.

1.2.6.2.HERZ positivo

Los tumores de tipo HER2 se caracterizan por ser ER/PR negativo, la sobreexpresion
de HER2, con una implicacién positiva de los ganglios linfaticos y presentan un estadio

22,23

tumoral intermedio Las pacientes con tumores HER2, por lo general, se

diagnostican a una edad mas temprana que en el caso de los luminal Ay luminal B2,

Aproximadamente del 5 al 15% de los cdnceres de mama son positivos para HER2192°
y se pueden tratar con medicamentos especificos anti-HER2. Este grupo incluye
anticuerpos monoclonales como trastuzumab y pertuzumab e inhibidores especificos
de HER2 como lapatinib®. Antes de que estuvieran disponibles estos farmacos, los

tumores de tipo HER2 tenian un mal prondstico®.

1.2.6.3.Triple negativo

TNBC abarca todos los tumores que son negativos para ER, PR y HER2. Se considera
el tipo de cdncer de mama mas metastasico y tiene propiedades altamente invasivas,
tiene un peor prondstico con una alta probabilidad de recidiva, no responde a la
terapia hormonal y tiene afectacidn ganglionar. Alrededor del 10-20% de los tumores

corresponden a tumores triple negativos!®2°,
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Existen varios enfoques para contrarrestar el TNBC, pero todos basados en
guimioterapia cldsica con antraciclinas, taxanos, inhibidores de la proteina de poli ADP-

ribosa polimerasa y agentes quimioterapéuticos que contienen platino®°.

1.2.6.4.0tros subtipos

Ademas de los subtipos basados en la expresidén de ER, PR y HER2, existen otros
subtipos moleculares de cancer de mama basados en otros patrones de expresion.
Estos pueden coincidir con el resto de subtipos, aunque suelen estar mas asociados a
los TNBC y la combinacion de sus fenotipos da lugar a tumores muy agresivos. Los mas

estudiados en la actualidad son:

e Los basal-like (del inglés similar a basal), se denominan asi por presentar un
patron de expresion de proteinas similar al de las células de la zona basal del
epitelio glandular de la mama, este tipo de tumores tiene mayor incidencia en
mujeres jovenes y una alta tasa de recidivas®'32.

e Los claudin-low (del inglés claudina baja), se caracterizan por la baja expresidn
de los genes implicados en las uniones estrechas (tight junctions) y la adhesidn
de células epiteliales, incluidas las claudinas 3, 4y 7, la ocludina y la E-cadherina,

lo que implica que tienen una mayor facilidad para disgregarse del tumor

primario e invadir otros tejidos.

1.2.7.Metastasis

La razén principal por la que el cancer es una enfermedad tan grave es por su
capacidad para extenderse en el cuerpo. Las células cancerosas pueden diseminarse
localmente al moverse dentro del tejido normal circundante y extenderse a regiones
adyacentes, a los ganglios linfaticos, a los tejidos o a los érganos cercanos. Ademas,
puede extenderse a regiones lejanas del cuerpo. Cuando sucede esto se llama cancer

metastdsico o metastasis, correspondiente al estadio IV.

44



En este proceso, las células cancerosas se separan del sitio donde se formaron
inicialmente, tumor primario, se introducen en el sistema vascular o linfatico, donde
son transportadas, y tras extravasarse en zonas lejanas, forman nuevos tumores,

tumores metastdsicos.
Las células cancerosas se extienden por el cuerpo en varias etapas:

¢ Intravasacion: entrada en los ganglios linfaticos o vasos sanguineos cercanos.

e Diseminacidn: transporte de las células tumorales por el sistema linfatico y el
torrente sanguineo a otras partes del cuerpo.

e Extravasacion: parada en vasos sanguineos pequefios en un lugar distante,

invasién de paredes del vaso sanguineo e ingreso en el tejido circundante.

Proliferacion: crecimiento en ese tejido hasta formar un tumor.

Las condiciones desfavorables que se encuentran las células cancerosas durante el
proceso metastdsico provocan que la mayoria de estas células mueran antes de llegar
a originar una metastasis y solo unas pocas consigan completar dicho proceso en su
totalidad. Las células cancerosas metastdsicas pueden también permanecer inactivas,
quiescentes, en un sitio distante por muchos afios antes de que empiecen a crecer de

nuevo, si es que lo hacen.

El cancer puede diseminarse casi a cualquier parte del cuerpo, aunque tipos
diferentes de cancer tienen mas probabilidad de diseminarse a algunas zonas mas que
a otras. Los sitios mas comunes a donde se extiende el cancer son los huesos,
el higado, los pulmones y el cerebro. La Tabla 4 muestra los sitios mas comunes de

metastasis, sin incluir ganglios linfaticos, para algunos canceres comunes.

El cdncer metastasico no siempre causa sintomas, pero cuando aparecen, su
naturaleza y frecuencia dependerd del tamafio y ubicacion de los tumores

metastasicos.
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Tipo de cdncer

Localizacion metastasis

Pulmon
Mama
Colon-Recto
Préstata
Estomago
Utero
Pancreas
Melanoma

QOvario

Cerebro, glandula suprarrenal, hueso, higado, otro pulmdn
Cerebro, higado, hueso, pulmén

Higado, peritoneo, pulmon

Glandula suprarrenal, higado, hueso, pulmon
Higado, peritoneo, pulmon

Higado, hueso, peritoneo, pulmdn, vagina

Higado, peritoneo, pulmdn

Cerebro, higado, hueso, musculo, piel, pulmon

Higado, peritoneo, pulmdn

Tabla 4. Preferencia tréfica para el desarrollo de metastasis segun los diferentes tipos de cancer

Algunos signos comunes de cancer metastasico son:

e Dolory fracturas, cuando el cancer se ha diseminado a los huesos.

e Dolor de cabeza, convulsiones o mareos, cuando el cancer se ha diseminado al

cerebro.

e Dificultades respiratorias, cuando el cancer se ha diseminado al pulmén.

e |ctericia o inflamacién del abdomen, cuando el cancer se ha diseminado al

higado.

La metastasis cerebral presenta ciertas peculiaridades en comparacion con el resto
de metdstasis debido a la presencia de la barrera hematoencefalica (BHE). Las
metadstasis cerebrales son los tumores cerebrales mas frecuentes, correspondiendo a
casi el 90% del total de éstos, frente al 10% correspondiente a los tumores primarios
en cerebro. Se estima que entre el 15 y 40% de los pacientes con cancer presenta
metadstasis cerebrales
media de los pacientes con las terapias actuales. Los tumores tienen una capacidad

diferente de metastatizarse en el cerebro y deben tener la capacidad de penetrar la

33,34

BHE, interactuar con las células residentes y sobrevivir.
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Las metdstasis cerebrales ocurren en su gran mayoria por diseminacion hematégena
(Figura 8). El primer paso para que pueda ocurrir diseminacion hematdgena es la
invasion de la pared arterial a nivel del tumor primario, permitiendo de esta forma que
algunas células neopldsicas se desprendan y entren al torrente sanguineo.
Posteriormente, estas células deben ser capaces de sobrevivir en la sangre y de
adherirse a los vasos sanguineos cerebrales. Una vez adheridas a la pared vascular, las
células neoplasicas deben cruzar la BHE, la cual estda compuesta de un endotelio no
fenestrado con uniones intercelulares de oclusion (tight junctions), que recubre la
microvasculacién del cerebro y limita la entrada de macromoléculas y células al

parénquima encefélico®.

La BHE y la ausencia de un sistema linfatico le confieren al cerebro proteccién
significativa a la entrada de muchas drogas y microorganismos, lo que a su vez
complica el tratamiento de los tumores cerebrales, pero en algunos casos no es capaz

de impedir la entrada de las células neopldsicas®®.

Los mecanismos utilizados por las células neoplasicas para atravesar la BHE
contintan siendo motivo de estudio, pero ya se ha demostrado que existen al menos
dos mecanismos: atravesando de manera paracelular, entre las células de la barrera,

y transcelular, causando la muerte directa de células de la barrera®’.

En el caso de la entrada paracelular, las células neoplasicas deben destruir las
uniones de oclusidn existentes entre las células del endotelio; para esto deben tener

la capacidad de expresar proteasas y mediadores inflamatorios®.

Una vez que se ha atravesado la BHE, es decir, las células neoplasicas han entrado
en la microvasculacién del cerebro, estas se extravasan y contintdan proliferando e
invadiendo el tejido cerebral. La supervivencia y proliferacion desde ese momento en
adelante es altamente dependiente de la capacidad de mantener un adecuado

suministro de oxigeno y nutrientes.
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Esta dependencia explica que las células neoplasicas se mantengan muy proximas a
los capilares y vasos sanguineos, proliferando inicialmente a lo largo de las paredes
vasculares®, lo cual lleva a la remodelacién y cooptacién de la vasculacién

preexistente®.

Este proceso ha sido recientemente estudiado en modelos animales de
adenocarcinoma pulmonar y de mama, observando que las células metastasicas
cooptan a los vasos del cerebro mediante la expresion de la proteina neuroserpina,
qgue bloquea la generacidon de plasmina, la cual protege al cerebro de metastasis
mediante la promocidon de la apoptosis de las células neopldsicas e inhibe su
propagacion a lo largo de la vasculacién®'. También algunos tumores son capaces de
favorecer la formacidn de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) mediada
principalmente por VEGF-A, el cual es expresado de forma constitutiva por algunas

células neoplasicas, como por ejemplo las de adenocarcinoma pulmonar.

Micrometastasis Macrometastasis

Proliferation

/

Invasion ——

Vascular CO'Opﬂ'OI"I Interaction with
microenvironment

) — Dormancy

Exiravasation Survival on arrival

Figura 8. Procesos de formacion de la metastasis cerebral — Fuente: Modificada de Preusser et al.
(2018)
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1.3.Dianas moleculares en el cancer de mama

1.3.1.Ciclo celular

La proliferacién celular esta vinculada principalmente a la progresién del ciclo celular
durante el cual se duplica el material genético y se divide la célula en sendas células
hijas idénticas. El ciclo celular se divide en la interfase que incluye las fases G1, Sy G2,

la fase mitdtica, o M, y la fase G (Figura 9):

e Fase G1: es |la etapa mas larga del ciclo y en ella inicia el aumento del tamafio
celular y de la sintesis proteica ya que la célula comienza a duplicar sus
organulos.

e Fase S: durante esta fase la célula sintetiza ADN y proteinas nucleares hasta
duplicar el contenido del nucleo.

e Fase G2: en esta fase continua el crecimiento celular y se produce la
reorganizacion de los componentes celulares, asi como la sintesis de los
componentes necesarios para dar comienzo a la division celular.

e Fase M: esta fase incluye la mitosis (profase, metafase, anafase y telofase), o
meiosis en el caso de las células germinales, que consisten en la divisidon del
material genético, y la citocinesis, cuando se produce la divisién del citoplasma.

e Fase Go: hay células que tardan mas en dividirse, o que directamente no entran
en division celular, por lo que salen del ciclo celular en la fase G1 y entran en un
estado de reposo en que no se preparan para dividirse, si no que realizan sus

funciones especificas.

Ademas, el ciclo celular muestra diferentes puntos de control, en los que la célula
examina las sefiales internas y externas, y decide si proceder o no con la divisidn

celular.
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Actualmente se conocen tres puntos de control:

e Punto de control G1/S: antes de que comience la fase S la célula debe tener el
tamafio y la disposicidn de nutrientes adecuada, asi como no presentar errores
en su material genético que pueda transmitir a las células hijas.

e Punto de control de G2/M: el ciclo no continta si existe dafio en el ADN o no se
ha replicado correctamente al final de la fase G2.

e Punto de control M: si en la transiciéon durante la metafase y la anafase los
cromosomas no se encuentran adecuadamente alineados y fijados al huso

mitético no prosigue la mitosis.
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Figura 9. El ciclo celular y sus puntos &e control
Una de las caracteristicas principales de las células tumorales, independientemente
de su origen, es su capacidad para crecer y proliferar de manera incontrolada. Esta
division celular incontrolada es causada por un mal funcionamiento de los puntos de
control del ciclo celular>*2. Los reguladores mds importantes del ciclo son las proteinas
llamadas ciclinas, las enzimas llamadas quinasas dependientes de ciclinas (CDK) y los

complejos enzimdticos promotores de la anafase (APC/C)**%,
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El perfil de expresién de las diferentes ciclinas varia aumentando en cada fase la
ciclina que activa la CDK responsable de promover en cada fase las funciones
necesarias, por ejemplo, la ciclina E activa la CDK2 que a su vez promueve la

duplicacién del ADN.

Ademas, los complejos de CDK activos estan regulados por la union a inhibidores de
CDK, por ejemplo, p21 y p27, asi como por otras quinasas y fosfatasas, controlando
todas ellas el ciclo celular al equilibrar la actividad de CDK. Las variaciones en la
concentracién de estos inhibidores pueden alterar la secuencia normal del ciclo celular
como ocurre en algunos tumores o en células envejecidas, por ejemplo, p53, una
proteina que aumenta cuando hay presencia de dafio en el ADN y que activa la

transcripcion de p21, estd mutada en mas del 50% de todos los tumores en humanos.

1.3.2.Muerte celular

Los diferentes tipos de muerte celular y su estudio en relacion con los mecanismos
de supervivencia de las células tumorales constituyen uno de los principales objetivos
dentro de la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos antitumorales ya que son
mecanismos desregulados en las células tumorales que sirven como dianas

terapéuticas.

1.3.2.1.Necrosis/Necroptosis

La necrosis es un proceso de muerte celular no fisiolégico y esta causada por un
agente nocivo (hipoxia, toxinas, lesiones, etc.). Morfolégicamente se caracteriza por la
ganancia de volumen celular (oncosis), la permeabilizacion de la membrana plasmatica
y la salida del material citoplasmatico, que provoca la ruptura de los organulos
citoplasmaticos, principalmente la mitocondria, desencadenando asi una rapida

perdida de los potenciales de membrana®>*® (Figura 10).

51



Este proceso va acompafiado de una inflamacién en el tejido circundante y de

procesos de cicatrizacidn, que dan lugar a fibrosis en el tejido afectado.

La necroptosis es un mecanismo de muerte celular con caracteristicas similares a la
necrosis pero que, a diferencia de esta, se encuentra regulada al igual que la apoptosis.
Esta forma de muerte celular se suele asociar con las especies reactivas de oxigeno
(ROS) mitocondriales, se corresponde a respuestas contra infecciones mediadas por
patdgenos y se caracteriza morfoldgicamente por la inflamacidn celular seguida de la
ruptura de la membrana plasmatica (Figura 10). Es considerada una alternativa de
muerte celular cuando la via apoptética dependiente de caspasa-8 esta bloqueada. El
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es el desencadenante, junto con Fas o TRAIL,
que da lugar a la inhibicion previa de la cascada de caspasas, a la activacion de RIPK1
o RIPK3 y al posterior reclutamiento de MLKL y la formacion del complejo molecular

necroptosoma®’
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Figura 10. Mecanismo de necrosis/necroptosis — Fuente: Creada con BioRender.com
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1.3.2.1.Apoptosis Apoptosis

La apoptosis es el principal
Membrane

mecanismo de muerte celular  blebbing
programada. Se caracteriza por una
serie de procesos moleculares que dan
como resultado la zeiosis o formacién
de protuberancias en la membrana
celular, la fragmentacion del ADN

nuclear y cromosémico, la

condensacion y fragmentacién de la

cromatina, y la translocacion de

Figura 11. Mecanismo de apoptosis — Fuente: Creada
con BioRender.com

de la membrana plasmatica (Figura 11), lo que implica el reconocimiento de la célula

fosfatidilserina (FS) a la cara externa

apoptética por los macréfagos y su consiguiente eliminacidn por estos*C.

Hay dos vias apoptéticas diferentes, principalmente diferenciadas por sus estimulos
iniciales. Estas dos vias pueden superponerse y compartir algunas dianas moleculares
como caspasas*®. Por un lado, |a via extrinseca o de los receptores de muerte que esta
mediada por ligandos que se unen a los receptores en la superficie celular.
Alternativamente, la via intrinseca o mitocondrial que estd mediada por el estrés

celular o por la lesion del ADN.

La via de los receptores de muerte y la via mitocondrial convergen a nivel de la
activacion de la caspasa-3. El solapamiento y la integracion de las dos vias se debe a
Bid, un miembro proapoptdtico de la familia de Bcl-2. La caspasa-8 media la ruptura
de Bid incrementando enormemente su actividad proapoptoética que resulta en su
translocacién a la mitocondria donde promueve la liberacién del Citocromo C. Hay que
tener en cuenta que en la mayoria de las condiciones, este solapamiento es minimo, y

las dos vias operan de manera independiente®.
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Hay varios mecanismos moleculares que utilizan las células tumorales para suprimir
la apoptosis. Por ejemplo, las células tumorales pueden adquirir resistencia a la
apoptosis mediante la regulacidn positiva de la expresion de Bcl-2 anti-apoptética o la
mutacion de la proteina BAX pro-apoptdtica. La expresion de ambas esta regulada por
el gen supresor de tumores p53°2, que estd mutado en un gran nimero de tipos de

cancer'*

1.3.2.2.Autofagia

Inicialmente, la autofagia o autodigestion celular es una ruta involucrada en la
degradacion de proteinas y organulos para el reciclaje de componentes celulares,
aunque también puede ser importante en la patogénesis de algunas enfermedades.

Disfunciones en los procesos de la autofagia se asocian con enfermedades como el

56,57 57,58 59,60

cancer®°, la neurodegeneracidon®®>’, el envejecimiento®”® y las infecciones

Morfolégicamente se caracteriza por la vacuolizacién del citoplasma (Figura 12) y las
principales proteinas involucradas en la regulacién de la autofagia son mTOR,
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), AKT quinasa (AKT), Beclin-1y p53°. La activacion de
la ruta PI3K/AKT implica la activacién de mTOR, lo que lleva a la inhibicién de la
autofagia®?; por el contrario, la inhibicién de mTOR estd relacionada con la activacion

de la autofagia. Ademas de mTOR, existe Autophagy

una familia de proteinas llamada ATG
(proteina relacionada con la autofagia),
como LC3, ATG5 o ATG12, que también
estan involucradas en la regulacion de este

mecanismo.

Figura 12. Mecanismo de autofagia — Fuente:
Creada con BioRender.com
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1.3.3.Balance REDOX

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccién de ROS y la
eficacia de los sistemas antioxidantes enddgenos. Los tejidos estan continuamente
expuestos a los radicales libres derivados del metabolismo o debido a factores

externos como la contaminacién o la radiaciéon®.

De hecho, las ROS participan en funciones fisioldgicas como la sefializacion del

metabolismo y la defensa contra las infecciones®*®° (Figura 13).

Sin embargo, la produccion o acumulacidon de ROS no controlada puede inducir la
peroxidacién de lipidos, modificaciones de proteinas y dafios en el ADN, asi como un
estrés reductor provoca un disminucién del metabolismo que puede desembocar en

un efecto citostatico®®.

Estos eventos conducen a alteraciones de la membrana, disfunciones de las
proteinas y alteraciones genéticas, todas ellas relacionadas con la carcinogénesis y la

progresion tumoral.

ROS levels
Citotoxic
Oxidative stress
Sustained and global
imbalance .
/\ Oncogenic
Signaling
Temporary and
localizated imbalance
Homeostasis
Citostatic
REDOX state

Figura 13. Estado REDOX segun niveles de ROS
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El equilibrio entre las especies oxidantes y los antioxidantes (equilibrio redox) es

esencial para mantener un estado celular saludable.

El cdncer de mama se caracteriza por un estado prooxidante sistémico®’, y el
aumento de la presencia de ROS es determinante para algunos eventos relevantes,
como la progresién tumoral mediada por células estromales®. Sin embargo, las ROS
pueden desempefiar una doble funcién®, no solo en el cancer de mama’®, sino en

todos los canceres.

Las células tienen varios mecanismos para transformar y eliminar ROS evitando sus
efectos nocivos, como las enzimas superdxido dismutasa, catalasa o glutation
peroxidasa’l’3. La sinergia entre estas enzimas, vitaminas y antioxidantes exdgenos,
como los polifenoles, permite neutralizar el exceso de radicales libres y modular la

sefializacidn celular contribuyendo a mantener el equilibrio redox?2.

Inicialmente, el aumento de la produccién de ROS conduce a una situacién
prooncogénica, ya que provoca dos efectos cruciales: la disfuncién mitocondrial, que

conduce a la oxidacién de proteinas y la peroxidacion de lipidos, y el dafio en el ADN.

Por otro lado, una vez que las células tumorales se han desarrollado, un aumento en
la presencia de ROS puede conducir a la muerte de las células tumorales. Este hecho
se ha relacionado con algunos medicamentos contra el cancer, como la doxorubicina
y el paclitaxel, y determina que el uso de prooxidantes puede ser una buena

aproximacion terapéutica.
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1.3.4.Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

Las mitocondrias son organulos intracelulares presentes en todas las células
eucariotas. Su funcion es suministrar la mayor parte de la energia necesaria para la
actividad celular, sintetizando adenosil-3-fosfato (ATP) a partir de glucosa, acidos
grasos y aminoacidos mediante |a fosforilacién oxidativa’. Estan compuestas por un
sistema de doble membrana, una externa y una interna, que separan tres espacios, el

citosol, el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial (Figura 14).

Ribosomes Quter membrane

Inner membrane
DNA

ATP syntase

Cristae Intermembrane space

Figura 14. Estructura de la mitocondria
El potencial de membrana mitocondrial consiste en un gradiente electroquimico de
protones a través de la membrana mitocondrial interna hacia el espacio
intermembrana y la energia que impulsa dicho gradiente proviene de la transferencia

de electrones de la cadena transportadora.

La pérdida de potencial de membrana mitocondrial, consecuencia de que la cadena
transportadora de electrones sufra alteraciones, deriva en la generacion de ROS y por
ello se considera que juega un importante papel en la regulacidn del estrés oxidativo

intracelular’.
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El dafio oxidativo mitocondrial esta implicado en la regulacion de las principales
muertes celulares, tanto de la apoptosis como de la necrosis’®. La permeabilizacién de
la membrana mitocondrial junto a la liberacidn de proteinas al espacio intermembrana
son caracteristicas importantes de ambos mecanismos de muerte lo que convierte a la

mitocondria en una diana para promover la muerte celular.

1.3.5.ER y produccidon de estrégenos

Tal y como se ha comentado antes, la dependencia de hormonas es un factor crucial
en los tumores de mama. Esta dependencia se fundamenta en diferentes dianas
moleculares. En primer lugar, por su importancia hay que citar a los receptores de

estrogenos. Los estrogenos ejercen su accion bioldgica al unirse a estos receptores.

Existen dos tipos diferentes, ERa y ERB, ambos miembros de la superfamilia de
receptores de factores de transcripcion. Aunque ambos ER pueden desarrollar
respuestas relacionadas con el estrégeno, ERa es el que desempena un papel
importante en el cancer de mama (en este trabajo, el término "ER" se usard para

referirse al "ERa").

La enzima aromatasa, un miembro de la superfamilia de enzimas CYP, esta
codificada por el gen CYP19 y es otra de las principales dianas moleculares para el
tratamiento del cdncer de mama’’. Su funcién es aromatizar los andrégenos,
produciendo estrogenos. Una estrategia para contrarrestar el efecto proliferativo del

estrogeno en el cancer de mama es usar inhibidores de la aromatasa (Figura 15).

Ademas de los mecanismos mencionados anteriormente, otra estrategia terapéutica
seria transformar los fenotipos ER-negativos en ER-positivos, mejorando asi el
prondstico y permitiendo el tratamiento con SERMs como el tamoxifeno. Esta
transformacion puede deberse a modificaciones epigenéticas mediadas por enzimas

modificadoras de la cromatina, tales como DNMT (ADN metiltransferasas) y HDAC

58



(histona deacetilasas)’®®. La metilacién de la codificacién del gen ESR1 para ER se
asocia con el fenotipo ER-negativo y, por lo tanto, apoya la hipdtesis de que el
tratamiento con inhibidores de DNMT vy activadores de HDAC puede promover la

expresion de ER al revertir el fenotipo ER-negativo a ER- positivo®?.
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Figura 15. Dianas terapéuticas frente a la actividad estrogénica (Flechas granates) — Fuente:
Modificada de Losada-Echeberria et al. (2017)
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1.3.6.Sobreexpresion de HER2, Hsp90 y FASN

HER2, también denominado ERBB2 o EGFR2, se sobreexpresa en mas del 30% de los
canceres de mama y se ha demostrado que desempeifia un papel importante en la
progresién de ciertos canceres de mama agresivos. HER2 es un receptor
transmembrana tirosinquinasa que activa multiples vias de sefializacidn proliferativa,

incluyendo las mediadas por PI3K/AKT y Ras/MAPK”’.

Tras su activacion, HER2 puede homo o heterodimerizar con otros receptores de la
familia HER, lo que lleva a la transduccién de sefiales y la proliferacion celular. Esta es
la razén principal por la cual la sobreexpresiéon de HER2 conduce a una proliferacion
anormal y la propagacion del cancer. Ademas de este mecanismo principal, sin
embargo, también se ha demostrado que varios mecanismos apoptoéticos estan
desregulados en las células que sobreexpresan HER2828 y que, a su vez, sobreexpresan
algunas proteinas antiapoptéticas, incluyendo Bcl-2, Bcl-xL y Mecl-13%. Estos dos

mecanismos contribuyen a la supervivencia de las células tumorales y su diseminacion.

Hoy en dia, la terapia mas utilizada contra los tumores positivos para HER2 es el
anticuerpo monoclonal trastuzumab®. Este tratamiento ha revolucionado
positivamente el prondstico de este tipo de tumor; sin embargo, el principal problema
gue presentan estos pacientes es el desarrollo de resistencia al trastuzumab. Para
contrarrestar esta resistencia se puede recurrir al uso de coadyuvantes que
sensibilicen las células positivas para HER2 a través de diferentes mecanismos, por

ejemplo, disminuyendo su activacion o inhibiendo su expresion.

Por otro lado, HER2 necesita de Hsp90 para poder dimerizar y asi adquirir su

funcién®®®’, por lo que otro posible enfoque terapéutico es el uso de inhibidores de
Hsp90, causando que los mondmeros de HER2 sean degradados por el proteasoma®®#

(Figura 16).
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También se ha relacionado la sintasa de acidos grasos (FASN) con varios tipos de
cancer®. Se ha demostrado que la sobreexpresién de HER2 aumenta la traduccién de
FASN, lo que altera la actividad de mTOR y la via de sefializacién PI3K/AKT en células
de cancer de mama®’. La inhibicién de FASN induce apoptosis y crea citotoxicidad®>%,
pero también causa una disminucidn marcada en las formas activas de la proteina
HER2, lo que indica que el oncogén HER2 presenta retroalimentacién positiva con
FASN para asegurar una biogénesis hiperactiva de los acidos grasos. En consecuencia,

la inhibicién de FASN se correlaciona con una inhibicion de HER2.

HER4-HER2 HER3-HER2 HER2-HER2 HER2
L)

BE0s00( K HESES  §  SONNENNNNNNNNNGM W |{ERD  eeses
BOTOEOL M 000003 ©

18 ©XPressionesses

s

| e . HER2
: ‘E ‘ : ‘ ‘i_activation_
Activated Hsp90
Apoptosis ,— HER2 ' __|
Antiapoptotic
proteins

HER2

degradation
’ \ / ‘ Proteasome

Proliferation

FASN

FAS expression

Figura 16. Dianas terapéuticas frente a la actividad de HER2 (Flechas granates) — Fuente: Modificada
de Losada-Echeberria et al. (2017)
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1.4.Indice terapéutico

El indice terapéutico (IT) constituye una medida del margen de seguridad de un
farmaco, compara la concentracidn sanguinea en la cual un medicamento es tdxico
con la concentracidn en la cual es eficaz. Se expresa como una relacion entre la dosis
que causa la muerte del 50% de la poblacién (dosis letal 50 o DLso) y la dosis que causa
el efecto terapéutico deseado en el 50% de la poblacion (dosis efectiva 50 o

DEso)'%8(Figura 19). Este concepto se formula como:

_ DLs
" DEsx,

Ecuacién 1. Férmula para el calculo del indice Terapéutico

IT

En el caso de los estudios in vitro, donde no se trabaja con una poblacién de humanos
si no con una poblacion celular y donde modelamos tejido sano y tejido tumoral en el
caso del céncer, se puede realizar la siguiente aproximacién para calcular el IT si
tenemos en cuenta como DLsg la muerte del tejido sano, o la ICso de la linea celular

control, y DEso la muerte del tejido tumoral, o ICso de la linea celular tumoral®®®10°;

T - DLsy  DLsg tejidosano  ICsg linea celular control

" DEsy DEsy tejido enfermo ICsq linea celular tumoral

Ecuacién 2. Aproximacion para el calculo del indice Terapéutico a partir de datos in vitro

Se considera que un farmaco es seguro cuando su IT es mayor o igual a 10 y se
denominan farmacos de indice terapéutico estrecho (NTI, del inglés Narrow
Therapeutic Index) a aquellos cuyo el IT se reduce hasta 2'%°. Los farmacos con NTI
requieren de farmacovigilancia y monitorizacion clinica y se justifica el aumento de
dosis, dando prioridad a la eficacia sobre la seguridad, cuando la gravedad de la
patologia presenta un riesgo mayor que la toxicidad del farmaco, como en el caso del

cancer o de infecciones graves.
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Figura 17. indice terapéutico y ventana terapéutica

1.5.Biodisponibilidad

Todo compuesto que ha demostrado su papel en la prevencién o tratamiento en
estudios in vitro debe ser capaz a su vez de alcanzar los tejidos donde han de ejercer
su accion y debe hacerlo en concentraciones suficientes para tener un efecto biolégico.
Por ello, es un punto clave realizar estudios de su biodisponibilidad in vivo para
conocer la absorcion, la distribucién, el metabolismo y excrecion (ADME) de estos

compuestos en el organismo (Figura 18).
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Figura 18. Proceso ADME
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Segun la FDA, se define como biodisponibilidad la velocidad y cantidad a la cual un
compuesto activo se hace disponible en el lugar de accién para llevar a cabo su

actividad bioldgica®*!.

Muchos estudios exponen que la biodisponibilidad de los polifenoles no es
excesivamente alta debido a factores tales como baja absorcién, la inestabilidad, el
metabolismo o la transformacion sufrida por la microbiota intestinal*!2. Pero a pesar
de su baja biodisponibilidad existen multiples estudios que evidencian la actividad

bioldgica de estos compuestos a bajas concentraciones en plasma3-11°,

En el caso de los compuestos fendlicos tanto su estructura quimica como la
naturaleza de la matriz donde se encuentran disueltos influyen en su absorcidn y

metabolismo tras la ingesta, asi como en su actividad bioldgica®’.

Generalmente los polifenoles presentes en los alimentos se encuentran en sus
formas de glucdsidos, unidas a un resto glucidico. Estas formas no pueden ser
absorbidos directamente por el epitelio intestinal ya que solo la forma aglicona (sin el

azucar) es absorbida.

En el intestino delgado, los polifenoles unidos al resto glucidico se deglucosilan a su
forma aglicona por la lactasa-floricina hidrolasa (LPH) o la B-glucosidasa citosdlica
(CBG) de las células epiteliales intestinales y luego se convierten en conjugados de O-

glucurénido/O-sulfato por enzimas de la fase Il intestinales!!®.

Estos metabolitos conjugados son absorbidos y posteriormente se transportan al
higado, donde contindian metabolizandose. Después de su paso por el higado, ingresan
a la circulacion sanguinea general o regresan al tracto digestivo a través de la
circulacion enterohepatical®®. La concentracidn total de metabolitos conjugados de los
polifenoles puede alcanzar niveles micromolares en unas pocas horas y luego

desaparecer casi totalmente después de 24 horas'?°.
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Estas transformaciones son las que dificultan la deteccién de los compuestos
fendlicos en plasma y tejidos ya que las formas que llegan al sitio de accidn difieren de
las presentes en la formula administrada y por ello es necesario buscar sus metabolitos

y evaluar su actividad bioldgica.

1.6.Aditividad, sinergia y antagonismo

Cuando se estudian los posibles efectos farmacoldgicos (capacidad antiproliferativa,
actividad antioxidante, etc.) de cualquier combinacién de compuestos en un ensayo
biolégico puede darse entre ellos diferentes efectos que modifiquen su actividad
farmacoldgica. Estas interacciones entre los diferentes compuestos son la sinergia, el

antagonismo y la aditividad.

La sinergia es el fendmeno por el que la combinacién entre dos o mas compuestos
produce un efecto total mayor que la suma del efecto de cada compuesto por
separado. El antagonismo por el contrario se produce cuando el efecto total es menor
gue la suma de los efectos por separado, debido a que se produce una inhibicién entre
los compuestos. Si no se produce ninguno de estos efectos lo que ocurre es un efecto
de aditividad por el cual el efecto total es igual a la suma de los efectos por separado.
Para determinar cudl de los fendmenos tiene lugar se estudia la relacién dosis-

respuesta de cada compuesto por separado y en combinacion.

El andlisis cuantitativo de la posible sinergia de las combinaciones de los compuestos
se realiza mediante el calculo del indice Fraccionario de Concentracién Inhibidora
(FICI), que se calcula de la siguiente forma, siendo 1, 2, n los compuestos que queremos

estudiar e ICso la concentracidn a la que se inhibe el 50% de la actividad estudiada®?!:

ICsy Compuesto 1 en combinacion [Csy Compuesto 2 en combinacion , ICsy Compuesto n en combinacién

FICI= +
ICsy Compuesto 1 en solitario ICsy Compuesto 2 en solitario IC5y Compuesto n en solitario

Ecuacién 3. Férmula para el célculo del indice Fraccionario de Concentracién Inhibitoria
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Esta formula proporciona un valor numérico que se interpreta de la siguiente forma:

e FICIL0,5 - Sinergia
e 0,5<FICI<2 > Aditividad
e FICI>2 = Antagonismo

El tipo de efecto se puede también determinar mediante los isobologramas que son
representaciones graficas de los puntos obtenidos de la concentracién con la que
contribuye cada compuesto para un efecto del 50% para diferentes ratios de
combinacion. De manera que al unir los puntos obtenidos para las diferentes ratios
puede aparecer una linea recta, indicando aditividad, una curva cdncava, que indica

sinergia, 0 una curva convexa que muestra antagonismo (Figura 19).

Additive

Antagonism
FICI > 2

Compound B conc.

Compound A conc.

Figura 19. Representacion esquematica del método de isobolograma — Fuente: Barrajon-Catalan et al.
(2014)

Otra alternativa para determinar si existe sinergia es el calculo del indice de
Combinacién (Cl), que se calcula de la siguiente forma siendo 1, 2, n los compuestos
gue queremos estudiar, D la dosis o concentracion necesaria para un determinado
porcentaje de inhibicidn x, f. la fraccion afectada (efecto farmacolodgico causado
expresado en tanto por uno), Dm la dosis correspondiente con el efecto medioy m la

pendiente de la ecuacién correspondiente al compuesto?%123;

=P

D1 (Dy)2 " (D)n B (D)1 [1{;1’ ]1/m1 D)l

@Dz , (D) _ D): @), , D)
o * f; 1/m Fot f; 1/m,
I-f;] 2 (Dm)n[l_f;] "

Ecuacién 4. Férmula para el célculo del indice de Combinacién
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La interpretacion de los valores de Cl es:

e Cl<1 - Sinergia
e (Cl=1-> Aditividad

e CI>1 - Antagonismo

El valor de Cl se puede calcular para diferentes fracciones afectadas (f.) del efecto
causado y de esta forma determinar si se producen diferentes interacciones entre

ambos compuestos a bajas o altas dosis.

El efecto sinérgico entre dos o mas compuestos puede explicarse mediante varios
mecanismos. En primer lugar, la sinergia puede deberse al efecto de los compuestos
sobre multiples dianas en lugar de afectar a una Unica diana. Otra explicacion puede
basarse en que la combinacion de los compuestos mejore su solubilidad y que esto

conlleve una mejora de sus propiedades fisicoquimicas y por tanto farmacodinamicas.

También podria ocurrir que los compuestos produzcan un antagonismo sobre los
distintos mecanismos de resistencia de las células tumorales, en combinacién con

otros farmacos antitumorales.

Y por ultimo la sinergia puede deberse a la eliminaciéon o neutralizaciéon de una
sustancia que actle negativamente sobre el farmaco, de forma que la accidon

combinada aumente su efecto?.

Por todo lo anteriormente expuesto, es de vital importancia realizar un estudio de
las interacciones farmacoldgicas entre los diversos compuestos de un tratamiento ya

gue pueden provocar tanto un efecto de sobredosis como de infradosificacion.

Ademas, es util para estudiar la asociacion de diferentes compuestos que podrian
ver su actividad potenciada. Algunos ejemplos son el uso combinado de paracetamol
con codeina para potenciar su efecto analgésico’® o el uso de la amoxicilina con el

acido clavulanico como combinacién con actividad antibidtica.
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Estudios de este tipo sobre busquedas de efecto sinérgico se llevan a cabo para
campos tan diversos como el cancer, por ejemplo en el presente trabajo, los

antimicrobianos'?, los antioxidantes!?, los antivirales!?” o protectores gastricos'?.

1.7.Compuestos naturales bioactivos

Los compuestos naturales bioactivos (CNBs) son un tipo de sustancias quimicas,
fruto del metabolismo secundario, que se encuentran en pequenas cantidades en las
plantas, bacterias y algunos organismos marinos, y que influyen en la actividad celular

y en los mecanismos fisioldgicos.

Cuando se plantea el uso de CNBs como fuente de compuestos con relevancia
farmacoldgica hay que tener en cuenta los conceptos de hormesis y xenohormesis.
Desde un punto de vista biomédico, la hormesis es una respuesta adaptativa en la que
la exposicion a una dosis baja de un compuesto quimico, que es perjudicial en altas

concentraciones, tiene un efecto beneficioso o adaptativo en una célula u organismo.

A veces, esta respuesta es mediada por algunos CNBs que, cuando se incorporan a
la dieta, inducen respuestas bioldgicas que conducen a efectos farmacoldgicos y que
pueden por tanto tener efectos beneficiosos para la salud humana. Este efecto final se
denomina xenohormesis, ya que es otro organismo el que obtiene el beneficio final y

no el organismo productor de los compuestos®.

En los ultimos afios, los CBNs han generado un gran interés desde el punto de vista

cientifico debido a su potencial utilidad como tratamiento y prevencion en diferentes

95-97 98,99 0

enfermedades, por ejemplo del cancer®™®, la diabetes®®%°, la demencia!® o las

enfermedades cardiovasculares®®?.
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Existen numerosos estudios que avalan la actividad antitumoral de los compuestos
de origen natural en diferentes modelos!®?. En concreto, para el cdncer de mama se
han obtenido interesantes resultados con una mezcla de extracto de té y quercetina’®,

104,105

con extracto de pino radiata , con extracto de loto indio!?, con extracto del liquen

Hypogymnia physodes*®® o con extracto de noni'?” entre otros.

Los principales CBNs proceden del metabolismo secundario de plantas y son
compuestos sintetizados en situaciones de estrés (hidrico, térmico, salino, etc.) como

defensa o adaptacion al medio.
Los grupos mas importantes son los siguientes (Figura 20):

¢ Polifenoles
¢ Terpenoides

¢ Sustancias nitrogenadas o alcaloides

co,
! Photosynthesis
PRIMARY METABOLISM
Eritrose-4-P Phosphoenalpiruvate 3-Phosphoglicerate
Piruvate
Tricarboxilic acid Acetil-CoA
cycle
+
Alifatic aminoacids
Shikimic acid pathway Malonic acid pathway Mevalonic acid pathway MEP pathway

Aromatic \Z
aminoacids Terpenoids ]

Secondary nitrogenated
products

SECONDARY METABOLISM

Polyphenals

Figura 20. Elementos bdsicos del metabolismo primario y su relaciéon con el metabolismo secundario
del carbono — Fuente: adaptada de Taiz et al. (2006)
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1.7.1.Polifenoles: estructura y clasificacion

Los polifenoles son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza que
presentan una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios

anillos fendlicos.

Son productos derivados del metabolismo secundario de las plantas y su biosintesis
tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del acido siquimico y

la ruta del 4cido maldnico (Figura 20).

Se caracterizan por presentar uno o mas nucleos aromaticos sustituidos, como
minimo, con un grupo hidroxilo, que les confiere la propiedad de donar atomos de
hidrogeno lo que a su vez les permite actuar como antioxidantes y desempeifiar
funciones fisioldgicas en los vegetales o bien intervenir en funciones de defensa ante

diferentes situaciones de estrés.

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcién del nimero
de anillos fendlicos que poseen y de los grupos sustituyentes que presentan estos
anillos. Como muestra la Figura 21, los principales grupos de polifenoles son: acidos

fendlicos, flavonoides, estilbenos, y lignanos.

Los flavonoides, nombre que deriva del latin flavus y cuyo significado es amarillo
haciendo referencia a su caracteristica coloraciéon amarillenta, constituyen la subclase

de polifenoles mas abundante dentro del reino vegetal'®®.

Los principales subgrupos de compuestos flavonoides son: flavonoles, flavonas,

flavanonas (dihidroflavonas), isoflavonas y antocianidinas.
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Figura 21. Principales grupos de polifenoles — Fuente: Losada-Echeberria et al. (2017)

1.8. Uso de un extracto de hoja de olivo

El olivo, Olea europaea, es una planta de la familia de las oledceas naturalmente

distribuida en la cuenca mediterranea.

Se trata de un arbol con un ciclo vegetativo reproductor bienal, es decir, que
necesitan de dos estaciones o periodos vegetativos desde que se siembra hasta que
florecen (Figura 22). Estas plantas crecen vegetativamente el primer afio mientras que
en el segundo florecen y dan los frutos. Esto implica que el crecimiento de los brotes
esta muy afectado por la floracidn y fructificacion que ocurre en paralelo de los brotes

anteriores ya que la planta prioriza estos procesos a la hora de destinar los nutrientes.
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Figura 22. Ciclo vegetativo y reproductor del olivo. — Fuente: Ralo et al. (1999)
Esto a su vez conlleva que ocurra el proceso denominado veceria, que consiste en la
alternancia entre afios de elevada produccion floral y frutal con afios de escasa

produccion.

Se trata de un arbol perennifolio con copa ancha y tronco grueso de aspecto
retorcido que puede alcanzar hasta 15 metros de altura. Sus flores de color blanco
forman pequefios racimos y sus hojas de forma lanceolada pueden medir hasta 8 cm
(Figura 23). De su fruto, la aceituna, se extrae el aceite de oliva, muy apreciado en
gastronomia y que ha demostrado ampliamente poseer efectos beneficiosos para la

salud humana”’®7:12%130,

Sin embargo, es en sus hojas donde se encuentra la mayor concentracién de
compuestos bioactivos, y dado que son un desecho de la industria olivicola constituyen
una materia prima de bajo coste y elevado interés para la busqueda de nuevos

tratamientos.
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Figura 23. Detalle de la planta, flor, fruto y semilla de Olea europaea
Los extractos de hoja olivo han mostrado, entre otros muchos efectos, actividad
antitumoral en diversos modelos de cancer’31133, Ademds, los extractos de hoja de
olivo también estan obteniendo resultados positivos para el tratamiento de procesos
relacionados con la obesidad, como el control de la presién sanguinea, la
concentraciéon de lipidos en plasma o los marcadores inflamatorios®**, en

cardioprevencion®® o en el tratamiento de la colitis crénica®®® entre otros.
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En concreto, el extracto empleado en el presente trabajo ha sido probado con

132, En los estudios

anterioridad en el modelo celular de cdncer de mama JIMT-
previos, se demostrd que, tras incubar células tumorales de cancer de mama con el
extracto, entre todos sus componentes, la diosmetina fue el metabolito intracelular
mas abundante, acompafiado de cantidades menores de apigenina y luteolina (Figura
24). Sin embargo, el mayor efecto antiproliferativo del extracto completo en

comparacion con los compuestos aislados revela un potencial efecto sinérgico entre

los tres compuestos identificados.
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Figura 24 Cromatogramas de iones extraidos (EIC) con estructuras moleculares de los metabolitos
identificados en el citoplasma de células JIMT-1 tratadas con extracto de hoja de oliva SFE durante 72 h.
— Fuente: Barrajon-Catalan et al. (2011)
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Sobre estos compuestos existen estudios previos donde se ha estudiado el efecto
sinérgico con otros compuestos tanto de origen natural como la curcumina®®’ o la
hidroxigenkwanina*® como con compuestos quimioterapicos como la doxorrubicina®*

o el 5-fluorouracilo, pero no se ha estudiado la posible potenciacion entre ellos.

Los tres compuestos son polifenoles del grupo de las flavonas con dos grupos
hidroxilos en el anillo A de la flavona, en los carbonos 6 y 7, y que difieren en los

sustituyentes que presentan en los carbonos 3’ y 4’ del anillo B (Figura 25):

e Diosmetina: Grupo hidroxilo en C3’ y metoxilo en C4’
e Apigenina: Grupo hidroxilo en C4’

e Luteolina: Grupos hidroxilos en C3" y C4’

DIOSMETIN APIGENIN LUTEOLIN

Figura 25. Estructura general de los flavonoides y estructura de la diosmetina, apigenina y luteolina
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2. Hipdtesis y Objetivos




 Biblioteca

Sl uNIVERSITAS Aligwel Hirrndindies




Estudios preliminares realizados por el grupo de investigaciéon en el que se ha
desarrollado la presente tesis han mostrado el efecto antiproliferativo de un extracto
de hoja de olivo en un modelo celular humano de cancer de mama. En dichos estudios
se evidencid que este efecto se debia principalmente a tres compuestos, diosmetina,
apigenina y luteolina, ya que fueron hallados como metabolitos mayoritarios en el

interior celular tras el tratamiento de las células con el extracto.

Por lo tanto, en esta tesis se han abordado dos objetivos principales, primero la
optimizacion del extracto de hoja de olivo para aumentar la concentracion de los
principales principios activos, y segundo el estudio del efecto en diferentes modelos
celulares de cancer de mama de la mezcla de flavonas responsable del efecto

antiproliferativo del extracto.
Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Valoracidon de los diferentes métodos de obtencién del extracto y su influencia en

la actividad bioldgica de los extractos obtenidos.

2. Determinacién de los mecanismos de muerte del extracto en los diferentes
subtipos de cancer de mama:
2.1. Cancer de mama receptor de estrdgenos positivo o luminal
2.2. Cancer de mama HER2 positivo
2.3. Cancer de mama Triple Negativo

2.4. Metastasis cerebral de cancer de mama Triple Negativo

3. Estudio de la absorcion intestinal in vitro y del transporte a través de la barrera

hematoencefalica mediante un modelo matematico

4. Estudio del posible efecto sinérgico de la capacidad antiproliferativa de la

combinacion de los principales compuestos del extracto.
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3. Metodologia
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3.1.Lineas celulares y condiciones de mantenimiento

En este trabajo se han utilizado diferentes lineas celulares de adenocarcinoma de
mama, MCF7, JIMT-1, MDA-MB-231 y MDA-MB-231-BR, una linea de epitelio humano
no tumoral, MCF10A, una linea de astrocitos humanos, THV, y una linea de
adenocarcinoma de colon, Caco-2. Todas las lineas fueron subcultivadas 2-3 veces por
semana empleando un tampdn salino PBS al 1% vy tripsina 0,25%. Todos los reactivos
de cultivos fueron obtenidos de Gibco. Los detalles del cultivo de cada linea se exponen

a continuacion.

3.1.1.MCF10A

MCF10A es una linea celular obtenida a partir de
tejido epitelial mamario de una mujer caucasica de 36
afios con enfermedad fibroquistica’*®. En este trabajo
se ha utilizado como modelo de tejido mamario no
tumoral. La linea celular se mantuvo con DMEM/F12

(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture

s % ) \‘ "Q B
Figura 26. Micrografia de la
de suero equino, 0,1 pug/mL de toxina colérica, 20 linea MCF10A — Fuente: ATCC

F-12) alto en glucosa (4,5 g/L), suplementado con un 5%

ng/mL de hEGF, 10 pg/mL de insulina, 0,5 pg/mL de hidrocortisona y 50 U/mL de

penicilina/estreptomicina (P/S).
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3.1.2.MCF7

MCF7 es una linea celular obtenida a partir de un
aspirado pleural de una mujer caucasica de 69 afios con
adenocarcinoma de mama luminal metastasico'*!. En
este trabajo se ha utilizado como modelo de
adenocarcinoma de mama humano del subtipo luminal
y hormonodependiente. La linea celular se mantuvo
con DMEM alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con

10% de suero fetal bovino (SFB), y 50 U/mL P/S.

3.1.3.JIMT-1

JIMT-1 es una linea celular obtenida a partir de un
aspirado pleural de una mujer caucasica de 62 afios con
adenocarcinoma de mama HER2 metastasico y que
presenta resistencia al tratamiento con trastuzumab®*2.
En este trabajo se ha utilizado como modelo de
adenocarcinoma de mama humano del subtipo HER2+.
La linea celular se mantuvo con DMEM alto en glucosa
(4,5 g/L) suplementado con 10% de SFB y 50 U/mL de
P/S.

84

Figura 27. Micrografia de la
linea MCF7 — Fuente: ATCC

Figura 28. Micrografia de la
linea JIMT-1 — Fuente: DSMZ



3.1.4.MDA-MB-231

MDA-MB-231 es una linea celular obtenida a partir de
un aspirado pleural de una mujer caucasica de 51 afios
con adenocarcinoma de mama triple negativo
metastasico'®®. En este trabajo se ha utilizado como
modelo de adenocarcinoma de mama humano del

subtipo TNBC. La linea celular se mantuvo con DMEM

alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con 10% de SFB

Figura 29. Micrografia de la linea
y 50 U/mLde P/S. MDA-MB-231 — Fuente: ATCC

3.1.5.THV

La linea celular THV proviene de astrocitos humanos inmortalizados mediante SV40
por el laboratorio de la Dra. Diana M. Cittelly. En este trabajo se ha utilizado como
modelo de tejido cerebral sano. La linea celular se mantuvo con DMEM alto en glucosa

(4,5 g/L) suplementado con un 10% de SFBy 50 U/mL de P/S.

3.1.6.MDA-MB-231-BR

La linea celular MDA-MB-231-BR es una subpoblacién de la linea celular MDA-MB-
231 obtenida de metdastasis cerebrales inducidas en modelos animales con dicha linea
por el Dr. Thoshiyuki Yoneda!**. Se caracteriza por la preferencia tréfica para
desarrollar metastasis cerebrales. En este trabajo se ha utilizado como modelo de
tumor metastdasico cerebral desarrollado a partir de un TNBC. La linea celular se
mantuvo con DMEM alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con 10% de SFBy 50 U/mL
de P/S.
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3.1.7.Caco-2

La linea celular Caco-2 proviene de células epiteliales
de un hombre caucdsico de 72 afos con
adenocarcinoma colorrectal'®. En este trabajo se ha
utilizado como modelo de epitelio intestinal en ensayos
de absorcion. La linea celular se mantuvo con DMEM

alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con un 10% de

SFB, un 1% de HEPES, un 1% de aminoacidos no .
Figura 30. Micrografia de la

esenciales y 50 U/mL de P/S. linea Caco-2 — Fuente: ATCC

3.2.Preparacion de los tratamientos

Los extractos de hoja de olivo fueron disueltos en DMSO mientras que, debido a su
hidrofobicidad, para la diosmetina, la apigenina y la luteolina (obtenidos de PhytolLab
GmbH & Co. KG Vestenbergsgreuth, Alemania) se utilizd una mezcla de vehiculos,
DMSO:PBS:PEG400:TWEENSO con la siguiente proporcién: 70:15:12:3. Esta mezcla fue
optimizada a partir de un vehiculo utilizado previamente por el grupo de

investigacion'*¢, para mejorar su solubilidad en medio acuoso.

La mezcla de compuestos diosmetina, apigenina y luteolina se realizé en una ratio
5:1:1 (mg/g de extracto seco), correspondiente a la presente en el extracto de origen.
En adelante, en el presente trabajo se denominard a dicha mezcla DAL511 y su
concentracidn se expresara como la suma de concentraciones de los tres compuestos

en uM.
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3.3.Determinacidn del contenido fendlico

El ensayo Folin-Ciocalteu es un método colorimétrico utilizado en la determinacion
de compuestos fendlicos totales. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan
con el reactivo de Folin-Ciocalteu (wolframato sddico y molibdato sddico en acido

fosforico).

El 4cido fosfomolibdowolfrdmico formado por las dos sales en el medio acido
(amarillo) al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul
(Figura 31) que se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de
acido galico.

Para el estudio de compuestos fendlicos en los extractos de hoja de olivo se
mezclaron 50 pL de Folin-Ciocalteu reactivo con 10 pL de muestra, 100 uL de Na,COs3
al 20% (p/v) y 840 uL de agua destilada. Se incubo durante 20 min a temperatura
ambiente y se midid la absorbancia a 700 nm en un lector de placas SPECTROstar
Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania), los resultados se expresaron

como equivalentes en promedio de acido galico por 100 g de peso seco.

8] OH 0 o 0 o
lem’
e e
HO OH HO OH HO OH
0 o

OH QH (\ He
D\Mo /0' 0 . /ﬂ'
7N\, \

Figura 31. Reaccién del reactivo de Folin-Ciocalteu con el acido galico

87



3.4.Medida de la capacidad antioxidante

Para la medida de a capacidad antioxidante de los diferentes extractos de hoja de

olivo se utilizaron dos métodos diferentes:

3.4.1.TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

El ensayo TEAC es una técnica colorimétrica que se basa en la inhibicidon de la
absorbancia del catién radical de ABTS (2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato), un cromadforo de color azul verdoso por parte de los antioxidantes. En
primer lugar, se generan cationes radicales de ABTS™ mediante la incubacion de la
solucion madre de ABTS con persulfato de potasio durante 12-24 horas a temperatura
ambiente. A continuacién, los antioxidantes pueden neutralizar estos cationes
radicales mediante SET y HAT. Esto hace que el catién radical (cromoéforo) vaya
perdiendo coloracion y por lo tanto se produzca la disminucién de la absorcion
espectrofotométrica (Figura 32). Para el estudio de compuestos fendlicos primero se

diluyo la solucién ABTS®* con agua destilada hasta una absorbancia de 0.700 a 734 nm.

Para el ensayo espectrofotométrico se mezclaron 200 pL de la solucion ABTS™, se
realizé una medida de absorbancia inicial, se afiadieron 20 pL de solucidn del
compuesto y se procedid a realizar una cinética midiendo absorbancia a 734 nm en un
lector de placas SPECTROstar Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania). Los

resultados se expresaron en milimoles equivalentes de Trolox por 100 g de compuesto.

\©: >:( "=< :©/+amx.¢m \C[ >: "/.u:( :©/

ABTS: { hm=734nmj Alm’ (Colorless)

Figura 32 Reaccioén del reactivo ABTS
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3.4.2.FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)

El ensayo FRAP también se trata de un método espectrofotométrico y mide la
reduccion de un complejo formado por 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) e ion férrico
Fe3*, incoloro, a un complejo con ion ferroso Fe?*, de un intenso color azul verdoso en

presencia de antioxidantes en un medio acido (Figura 33).

Para el estudio de los compuestos fendlicos se mezclaron 200 plL de reactivo FRAP
recién preparado con 40 pL de agua destilada 0 40 uL de extracto y se incubaron a 37°C
durante 10 minutos. El reactivo FRAP contenia 2,5 mL de una soluciéon 10 mM de TPTZ,
2,5 mL de cloruro férrico 20 mM y 25 mL de acetato de sodio 300 mM. La absorbancia
se midié a 593 nm en un lector de placas SPECTROstar Omega (BMG LabTech GmbH,
Offenburg, Alemania). Se preparé una curva de calibracion con diferentes
concentraciones de FeSO, (0-300 uM). Los resultados se expresaron en milimoles

equivalentes de Fe?* por 100 g de compuesto.

"k n/
Fe {u}
/" N f" |
| 3 g
[Fe(m)(TPTZ),1>* [Fe(n)(TPTZ),1**

Figura 33. Reaccién del reactivo TPTZ
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3.5.Determinacion de la viabilidad celular

3.5.1.Ensayo MTT

Este método se basa en la reduccién de la sal de tetrazolio, Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), de color amarillo e hidrosoluble, en
cristales de formazan de color purpura e insolubles en agua (Figura 34). La enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa cataliza esta reaccidn y por lo tanto sélo ocurre
en células con mitocondrias viables, es decir, en células vivas. El formazan se solubiliza
en DMSO vy la densidad éptica es medida espectrofotométricamente, de manera que
la absorbancia es proporcional a la concentracion de formazan y a su vez por lo tanto

con el nimero de células metabdlicamente viables en el cultivo.

+
Br NADH MNAD

Formazan

Figura 34. Reaccién del reactivo MTT
Las células fueron sembradas a una densidad de 7x10° células por pocillo en placas
de 96 pocillos y tratadas con los diferentes compuestos o con los extractos de hoja de
olivo segun las condiciones del ensayo. Una vez finalizado el tratamiento se agregd una
solucién del reactivo MTT disuelto en medio de cultivo completo (250 pg/mL) y se

incubo durante 3-5 horas a 37°Cy 5% de CO:a.
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Pasado este tiempo, se retird el sobrenadante de los pocillos y se afiadieron 100 pL
de DMSO por pocillo para resuspender los cristales de formazan. Las placas se
mantuvieron durante 15 minutos en agitacion a temperatura ambiente y
posteriormente se midid la absorbancia a 570 nm en un lector de placas SPECTROstar
Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania) (Figura 35), empleando la

absorbancia a 620 nm como referencia.

SPECTROstar Omega

Figura 35. SPECTROstar Omega

3.5.2.Cuantificacion de nucleos

Este método se basa en la tincion de los nucleos celulares con la sonda Hoechst
33342, una sonda permeable ala membrana plasmatica, que se une al ADN, con mayor

especificidad a los pares de bases A-T, y que emite fluorescencia (Figura 36).

- Groove binding

Ut L

*
NH

Y / Hoechst 33342

Figura 36. Accién de la sonda Hoechst 33342
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Las células fueron sembradas a una densidad de 7x10° células por pocillo en placas
de 96 pocillos y tratadas con los diferentes compuestos o con los extractos de hoja de
olivo segun las condiciones del ensayo. Una vez finalizado el tratamiento se agrego la
sonda Hoechst 33342 a 10 pug/mL en medio de cultivo completo durante 20 minutos a
37°C y 5% de CO,. Pasado este tiempo, se retird el sobrenadante de los pocillos, se
lavaron con PBS y se procedié a medir la fluorescencia a una longitud de onda de
excitacion de 350 nm y 461 nm de emisién mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging

Multi-mode (BioTek, Alemania) (Figura 37).

Figura 37. Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode

3.6.Andlisis estadistico de composicion y actividad

Para determinar los posibles compuestos responsables de las actividades bioldgicas
estudiadas se llevd a cabo un andlisis estadistico con el software R descartando las
variables con mas de 10 valores faltantes, en este caso la actividad antiproliferativa
frente a MCF7. Las variables explicativas resultantes, la actividad antioxidante, por
ambos métodos estudiados, y la actividad antiproliferativa frente a JIMT-1, se

utilizaron para estimar las regresiones utilizando el modelo lineal generalizado (MLG).
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3.7.Célculo del indice terapéutico

Para determinar el indice terapéutico de DAL511 en los diferentes modelos de cancer
de mama se aplico la Ecuacidn 2. Para ello se utilizaron las ICso de las lineas tumorales
como modelo de tejido enfermo y las ICso de MCF10A para el tejido mamario y THV

para el tejido cerebral como controles de tejido no tumoral.

3.8.Ensayos de proliferaciéon, migracion e invasion

3.8.1.Ensayo de capacidad clonogénica

Para determinar el efecto de los compuestos sobre la supervivencia se realizd un
ensayo de formacién de colonias (Figura 38). Para ello, las células fueron sembradas a
una densidad de 2x103 células por pocillo en placas de 6 pocillos y tratadas con DAL511
a diferentes concentraciones de la mezcla (33,35-133,41 uM) durante 24 h. Pasadas
24 horas se retird el tratamiento, se adicioné medio fresco y se incubaron las células
durante 7 dias a 37°C y 5% de CO,. La adquisicién de imagenes se realizé mediante el
equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania) con el objetivo 4x, 20
fotos por pocillo, y el contaje de colonias se realizd6 de manera manual y a ciegas, las

fotos se codificaron para no conocer su tratamiento, en 10 fotos al azar por pocillo.

Zdh[ 24h[ 1 week

Low density seed Treatment Remove treatment Fix and stain

Figura 38. Ensayo de colonias
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3.8.2.Ensayo de migracion celular: “Wound healing”

Para determinar la capacidad de migracion de las células se realizé el ensayo de
cierre de herida (del inglés wound healing) (Figura 39), este se basa en la cuantificacion
del el area ocupada por las células que han migrado. Para ello, las células fueron
sembradas en placas de 96 pocillos y se esperé a que llegasen al 100% de confluencia.
Se realizd una herida mediante una punta de micropipeta de 100 pL en el centro del

pocillo y se lavaron todos los pocillos con PBS.

A continuacidn, se tifieron las células con la sonda fluorescente Hoechst 33342
durante 20 minutos a 37°C y 5% de CO;. Transcurrido este periodo, las células fueron
tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (16,68-133,41 uM) durante 24
horas. La adquisicidon de imagenes se llevd a cabo mediante el equipo Cytation 3 Cell
Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania) con un objetivo 20x y el area de la herida se

cuantifico con el programa informatico Image J 1.48v.

3.8.3.Ensayo de invasion celular: “Wound healing”

Para determinar la capacidad de invasidn de las células se realizo el ensayo de cierre
de herida con matrigel. Para ello, se pretrataron las placas con matrigel a 100 pg/mL,
tras 24 horas las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos y se esperd a que

Ilegasen al 100% de confluencia.

> .
24-48 h 30 min 3x wash 24 h
. [ — —> —>  —

High density seed Stain monolayer Make wound Treatment Healed wound

Figura 39. Ensayo de migracién celular “Wound healing”
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Se realizé una herida mediante una punta de micropipeta de 100 pL en el centro del
pocillo y se lavaron todos los pocillos con PBS. A continuacidn, se tifieron las células
con la sonda fluorescente Hoechst 33342 durante 20 minutos a 37°C y 5% de CO..
Transcurrido este periodo, las células fueron tratadas con DAL511 a diferentes
concentraciones (16,68-133,41 uM) preparadas en matrigel disuelto en DMEM a 4
pg/mL durante 24 h.

La adquisicion de imagenes se llevd a cabo mediante el equipo Cytation 3 Cell
Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania) con un objetivo 20x y el area de la herida se

cuantifico con el programa informatico Image J 1.48v.

3.9.Anadlisis del ciclo celular

El andlisis del ciclo celular se llevé a cabo mediante el estudio del contenido de ADN
de las células, puesto que en funcidn de la fase del ciclo celular en la que se encuentren
las células este varia. Para ello se marcé el ADN con la sonda fluorescente yoduro de
propidio, una sonda intercalante del ADN, emitiendo distinta intensidad de

fluorescencia en funcidn de su contenido de ADN (Figura 40).

Las células que se encuentran en la fase G2/M del ciclo celular ya han duplicado su

material genético dando lugar a una seial de

DMNACONTENT PROFILE
fluorescencia cuya intensidad duplica a la de ggl}
las células que se encuentran en fase G1. La & 400
2 300
sefial de las células que se encuentran en fase © appy
S se encuentra comprendida entre las que 103
emiten las células en fase G1 y G2/M, ya que 0123456728910
DMNACONTENT INDEX
es durante esta fase cuando se comienza a Figura 40. Histogramas del contenido de

. . L. ADN - Fuente: Merck Millipore
duplicar el material genético.
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Por otra parte, las células apoptédticas (fase sub-G1) presentan fragmentacion del
ADN y por ello emiten menor fluorescencia que las células en fase G1 que tienen el

ADN integro.

Las células fueron sembradas a una densidad de 2,1x10° células por pocillo en placas
de 6 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM)
durante 24 h. Tras finalizar el tratamiento, las células se tripsinizaron, se lavaron con
PBS y se fijaron con etanol frio al 75% durante 24 horas a -20°C. Tras la fijacion, las
células se lavaron con PBS, se centrifugaron y se procedié al marcaje fluorescente del
ADN anadiendo 200 uL del reactivo Muse Cell
Cycle Kit (Millipore, Hayward, CA, Estados
Unidos), incubando durante 30 minutos a
temperatura ambiente y oscuridad. A
continuacidn, se determind la distribucion de las
fases del ciclo celular mediante la adquisicion de

los datos de fluorescencia empleando la

tecnologia del equipo Muse Cell Analyzer

(Millipore, Hayward, CA, Estados Unidos) (Figura 41). Figura 41. Muse Cell Analyzer

3.10.Deteccidon de apoptosis mediante Anexina-V

La pérdida de la asimetria de membrana es un fendmeno universal y caracteristico
de la muerte celular por apoptosis. Las células apoptdticas se pueden detectar
marcando las células con Anexina-V, ya que esta se une a los restos de FS que, aunque
en situacién normal no son accesibles, son expuestos al exterior durante el proceso

apoptaético.
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Ademas, se afiade la sonda 7-aminoactinomicina D (7-AAD), la cual entra en las
células que han perdido la integridad de la membrana tal y como ocurre en las células

necréticas para poder discernir entre las células en apoptosis tardia y las necrdticas.

En un gréfico de resultados tipo, aparecera en el eje X la fluorescencia de la Anexina-

VyenelejeY lafluorescencia correspondiente a la 7-AAD.

De manera que segun el cuadrante en el que se encuentre la poblacién celular se

correspondera con una de las siguientes situaciones (Figura 42):

e Cuadrante inferior izquierdo (Anexina-V -, 7-AAD -): células sanas

e Cuadrante inferior derecho (Anexina-V +, 7-AAD -): células en apoptosis
temprana

e Cuadrante superior derecho (Anexina-V +, 7-AAD +): células en apoptosis
tardia/necréticas

e Cuadrante superior izquierdo (Anexina-V -, 7-AAD +): células necréticas
APOPTOSIS PROFILE
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Figura 42. Ejemplo de distribucion de la poblacidn en los cuadrantes del ensayo Anexina-V
Las células fueron sembradas a una densidad de 2,1x10° células por pocillo en placas
de 6 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM)
durante 24 h. Tras finalizar el tratamiento, las células se tripsinizaron, se lavaron con
PBS y se afiadieron 200 pL del reactivo Muse Annexin V & Dead Cell Kit (Millipore,
Hayward, CA, Estados Unidos) y se incubaron durante 20 minutos a temperatura

ambiente y en oscuridad.
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A continuacion, se determind el porcentaje de apoptosis mediante la adquisicion de
los datos de fluorescencia empleando la tecnologia del equipo Muse Cell Analyzer

(Millipore, Hayward, CA, Estados Unidos).

3.11.Determinacion de la integridad de la membrana

plasmatica

La integridad de la mebrana plasmatica, que se ve afectada en las células necrdticas,
se determind mediante la medida de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH), una enzima estable, presente en el citosol de todas las células y la cual es

liberada rapidamente al exterior cuando existe dafio en la membrana plasmatica.

Para ello se empled el kit de citotoxicidad LDH (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania), por el cual la medicion de la actividad de la enzima LDH se lleva a cabo
utilizando una mezcla de reactivos que contiene lactato (sustrato), NAD* (cofactor),
otra enzima con actividad diaforasa y la sal de tetrazolio INT (cloruro de iodo-
nitrotrifenil tetrazolio). La LDH cataliza la reduccion de NAD* a NADH en presencia de
L-lactato. Esta formacién de NADH se puede medir mediante una reaccién acoplada
en la que la sal de tetrazolio INT se reduce a un producto de formazan rojo, que se

puede medir por espectrofotometria (Figura 43).

Damage cell

/{f."\\\\ Pyruvate NADH INT

\ x Diaphorase
\\_% Lactate NAD* Formazan

Figura 43. Reaccién colorimétrica del ensayo de LDH

Las células fueron sembradas a una densidad de 7x10° células por pocillo en placas
de 96 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM)

durante 24 horas.
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Tras finalizar el tratamiento, se aspiraron 100 uL de sobrenadante y se transfirieron
a otra placa. A continuacion, se realizd el ensayo de actividad LDH empleando el

sobrenadante y los reactivos descritos previamente.

Las placas se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad,
después se midid la absorbancia en un lector de placas a 492 nm (filtro de referencia
600 nm) en un lector de placas SPECTROstar Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg,

Alemania). El porcentaje de citotoxicidad fue calculado mediante la siguiente férmula:

Citotoxicidad (o Valor experimental — Control negativo 100
otoxicida = X
t et (%) Control positivo — Control negativo

Ecuacidn 5. Calculo de la citotoxicidad mediante cuantificacion de LDH

Los datos fueron analizados, tomando como 100% de liberacién de LDH los pocillos
tratados con el tampon de lisis (control positivo) y como 0% de muerte celular los

pocillos tratados con el vehiculo (control negativo).

3.12.Determinacion de necroptosis y autofagia

Para determinar el tipo de muerte celular provocada por DAL511, se empled la

necrostatina-1 (inhibidor de la necroptosis) y la cloroquina (inhibidor de la autofagia).

Las células fueron sembradas a una densidad de 7x10° células por pocillo en placas
de 96 pocillos y pretratadas con 10 uM de necrostatina-1y 10 uM de cloroquina, de
manera independiente, durante las dos horas previas al tratamiento realizado con los

compuestos (33,35-133,41 uM) durante 24 horas.

Como control se sembraron y trataron en las mismas condiciones, excepto el
pretratamiento con el inhibidor correspondiente, sendas placas. Una vez finalizado el

tratamiento, se cuantificé la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT.
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3.13.Medicién del Potencial de Membrana Mitocondrial

La pérdida del potencial de membrana mitocondrial fue analizada mediante dos
métodos: (a) Muse Cell Analyzer (Millipore, Hayward, CA, Estados Unidos) y (b)

microscopia de florescencia.

3.13.1.Muse Cell Analyzer

Para determinar el PMM se utilizé una sonda catidnica lipofilica (SCL) que penetra
en la mitocondria solo cuando su membrana se encuentra despolarizada y la sonda 7-

AAD para la viabilidad celular.

En un grafico de resultados tipo, aparecera en el eje X la fluorescencia de la sonda
dependiente del PMM vy en el eje Y la fluorescencia correspondiente a la 7-AAD. De
manera que segln el cuadrante en el que se encuentre la poblacion celular se

correspondera con una de las siguientes situaciones (Figura 44):

e Cuadrante inferior izquierdo (SCL -, 7-AAD -): células sanas
e Cuadrante inferior derecho (SCL +, 7-AAD -): células vivas despolarizadas
e Cuadrante superior derecho (SCL +, 7-AAD +): células muertas despolarizadas

e Cuadrante superior izquierdo (SCL -, 7-AAD+): células muertas polarizadas

CELL HEALTH PROFILE

E Depolarized/Dead
= 3.05 %
3]
3
o 23
x
>
15 ;
= 0.80 % - f 2460 %
0 DepolarizedjLive Live
0 1 2 3 4

Lew  MITOPOTENTIAL  High

Figura 44. Ejemplo de distribucion de la poblacidn en los cuadrantes del ensayo de mitopotencial
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Las células fueron sembradas a una densidad de 2,1x10° células por pocillo en placas
de 6 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM).
Tras finalizar el tratamiento se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se afiadieron 195 puL
del reactivo Muse Mitopotential Kit (Millipore, Hayward, CA, USA), y se incubd 20
minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Transcurrido este tiempo, se afiadieron

5 pL de la sonda 7-AAD y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.

A continuacion, se determind el porcentaje de células despolarizadas mediante la
adquisicion de los datos de fluorescencia empleando la tecnologia del equipo Muse

Cell Analyzer (Millipore, Hayward, CA, USA).

3.13.2.Microscopia de fluorescencia

El compuesto fluorescente MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes, Invitrogen,
Europa) se introduce en las mitocondrias activas que conservan el PMM quedando
retenido. Por el contrario, el compuesto fluorescente MitoTracker Green FM
(Molecular Probes, Invitrogen, Europa) se introduce en las mitocondrias
independientemente del potencial de membrana mitocondrial por lo que tifie la masa
mitocondrial al completo. De manera que se pueden distinguir por microscopia de

fluorescencia las células que con pérdida del PMM de aquellas que lo conservan.

Las células fueron sembradas a una densidad de 7x10° células por pocillo en placas
de 96 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM).
Tras finalizar el tratamiento las células se lavaron con PBS y se incubaron con 200 nM
de MitoTracker Red CMXRos y 200 nM de MitoTracker Green durante 30 minutos a
37°C y 5% de CO,. Finalmente, la fluorescencia se cuantific6 mediante el equipo
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania). La relacién obtenida de la
sefial de fluorescencia fue normalizada con la cuantificacién del nimero de nucleos

mediante la tincidn fluorescente Hoechst.
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3.14.Cuantificacién de Especies Reactivas de Oxigeno

(ROS)

La generacion de ROS fue detectada con la sonda fluorescente 2',7'-
Diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA). Se trata de una sonda fluorescente que
mide la presencia de los radicales hidroxilo, peroxilo y otras ROS dentro de la célula.
Después de la difusion al interior celular, los grupos acetilo se escinden por accién de
la esterasa intracelular para producir el compuesto no fluorescente que es oxidado
rapidamente por las ROS dando lugar a un compuesto fluorescente (Figura 45). La

intensidad de la fluorescencia es proporcional a los niveles de ROS citosdlicos.

Las células fueron sembradas a una densidad de 7x103 células por pocillo en placas
de 96 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM).
Tras finalizar el tratamiento, las células se incubaron con 10 pg/mL de H,DCF-DA
durante 20 minutos a 37°Cy 5% de CO,. Pasado este tiempo, se aspiro el contenido de
los pocillos, se lavaron con PBS y se procedié a medir la fluorescencia a una longitud
de onda de excitacion de 485 nm y de emisién de 535 nm mediante el equipo Cytation
3 Cell Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania). La sefial de fluorescencia fue
normalizada mediante la cuantificaciéon del nimero de nucleos mediante la tincién

fluorescente Hoechst 33342.

+
CH,CO ] ) l OCCH,
cl cl
" H,DCFDA
I 0OH nonfluorescent

- l | Cell membrane

cH to o otcH, ° o oH
Q O ?nog
<l <l <l <l
00" COOH
DCFDA
fluorescent

Figura 45. Reaccién de la sonda H,DCF-DA — Fuente: Modificada de Chin et al. (2011)
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3.15.Absorcidn intestinal /n vitro

3.15.1.0btencidon de muestras

Para determinar la absorcion intestinal de la mezcla DAL511 se utilizé la linea celular
Caco-2. El ensayo de absorcidn intestinal in vitro mediante esta linea celular es un

modelo ampliamente aceptado y utilizado?’.

Las células fueron sembradas en insertos de policarbonato (Millipore, Espafia) a una
densidad de 1x10° células por pocillo y en placas de 6 pocillos. El medio de cultivo se
reemplazé 3 veces por semana tanto en la cdmara apical (AP) como en la cdmara

basolateral (BL) (Figura 46).

Transparent transwell

—— Apical chamber

Caco-2 monolayer —
— Permeable membrane

Basolateral chamber

Figura 46. Esquema del modelo de absorcion formado por el inserto de policarbonato y la monocapa
celular de Caco-2

Una vez alcanzados los 19-21 dias post-siembra, se determind la integridad de la
monocapa mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER)
utilizando un micro-polimetro (Millicell-ERS, Millipore, Espafia) (Figura 47), que mide
el potencial de membrana y la resistencia de las células en cultivo. A continuacion , las

células se trataron con la mezcla DAL511 a 33,35 uM en tampdn HBSS (pH 7,4).

Las monocapas celulares se lavaron dos veces con HBSS (Hank's Balanced Salt
Solution) atemperado a 37°C y se incubaron con dicha disolucién a 37°C durante 30
minutos. El tratamiento se afiadié al compartimento correspondiente para la cdmara

AP (2,2 mL) y para la cdmara BL (3,2 mL).
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Figura 47. Representacion de la medida del TEER

Se recogieron muestras a diferentes tiempos (0, 30, 60, 90 y 120 minutos) en la
camara receptora y se repuso el mismo volumen de muestra recogida, 200 L. La

incubacién a lo largo del experimento se realizé a 37°C a 54 rpm.

Al finalizar el ensayo se extrajo la monocapa y las células se lisaron mediante 3 ciclos
de congelacidn/descongelacidn. Las muestras se centrifugaron a 15.000 rpm durante
15 minutos a 4°C y se obtuvieron dos fracciones: (a) los sobrenadantes (fraccion

citoplasmatica) y (b) los precipitados (membranas) disueltos en etanol.

Todas las muestras se liofilizaron, se disolvieron en 100 pL de metanol para su

concentracidn y se conservaron a -80°C hasta su posterior analisis.

3.15.2.Analisis de muestras por HPLC

Las muestras procedentes del ensayo de permeabilidad realizado en monocapas de
células Caco-2 se analizaron mediante un cromatdgrafo HPLC Agilent serie LC 1100
(Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA, EE. UU.) El equipo es controlado por el
software ChemStation y estd equipado con una bomba, un inyector automatico, un

compartimento termostatizado de columna y un detector de diodos UV-Vis.
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La columna empleada para la separacion de los compuestos fue una columna
Poroshell 120 SB-C18, de dimensiones 4,6 x 150 mm y tamafio de particula de 2,7 um.
La fase movil utilizada consistié en 2,5% de acido acético en agua como solvente Ay
acetonitrilo como solvente B. El gradiente empleado fue: 0 min, 30% de B; 6 min, 60%
de B; 9 min, 100% de B; 13 min, 100% de B; 17 min, 60% de B y 20 min, 30% de B. El
flujo fue de 0,5 mL/min y el compartimento de las muestras se refrigeré a 4°C para

evitar la degradacion de las muestras.

La adquisicion y andlisis de los datos se llevd a cabo mediante el programa
informatico ChemStation (Agilent Technologies, Estados Unidos). Las evaluaciones
cuantitativas de la concentracidon de diosmetina, apigenina y luteolina se realizaron
utilizando la linea de calibracién correspondiente de cada compuesto con una curva

de regresion de ocho puntos (r>> 0.997).

3.15.3.Calculo del coeficiente de permeabilidad aparente

(Papp)

Una vez cuantificadas las concentraciones de todos los compuestos identificados en
las muestras derivadas de la cdmara AP y BL, se utilizaron dichos valores para calcular

la Papp.
Dicho parametro fue calculado mediante la siguiente formula:
dQ* 1

WP~ 4t A*C,*60

Ecuacion 6. Calculo del coeficiente de la permeabilidad aparente

P

Donde Papp es la permeabilidad aparente (cm/s), dQ/dt representa el flujo maésico
de paso (UM/s), A es el drea de difusién de la monocapa (cm?), Co es la concentracidn

inicial del compuesto en la cdmara dadora (uUM) y 60 es un factor de conversién*,
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Ademas, se puede estimar el tipo de transporte calculando el Efflux ratio (Er) o flujo

de salida (eflujo) mediante la siguiente férmula:

P,,, BL - AP

Er= T
Popp AP — BL

Ecuacion 7. Célculo del Efflux ratio

Los valores de Er <0,5 se corresponden a transporte activo, los valores 0,5>Er<2 a

difusion pasiva y los valores Er<2 a eflujo.

3.16. Absorcion hematoencefilica derivada de la Papp

A partir de los valores de P,,, del ensayo de absorcién con Caco-2 se puede calcular
un parametro, la permeabilidad activa Pactive, que debido a la buena correlacién entre
dicho parametro y la tasa de permeacion de la BHE in situ, medida como el logaritmo
del producto de la permeabilidad por la superficie o logPS, permite evaluar
indirectamente la absorcién de un compuesto por la BHE, siempre que los compuestos
no presenten eflujo, es decir, que el efflux ratio sea inferior a 2 (Figura 48). El calculo

del Pactive a partir del Papp Se realiza con la siguiente formula:

b _PappBLAP-Pyyp APBL
ai

ctive ™
2

Ecuacion 8. Calculo de la permeabilidad activa

106



3.17.Estudio de la sinergia entre diosmetina, apigenina

y luteolina

Para el estudio de sinergia entre los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina
primero se estudiaron las interacciones entre los compuestos en mezclas por parejas
y después entre la mezcla triple. Puesto que la actividad a comparar es la actividad
antiproliferativa se determind la viabilidad celular por MTT, siguiendo el esquema de

disefio de placas mostrado en la Figura 48.

Para determinar la actividad de las distintas combinaciones, se realizé un ensayo
MTT para cada una de éstas. Se sembraron placas de 96 pocillos de cada linea celular,
MCF7 y JIMT-1, para cada combinacion, utilizando diferentes rangos de

concentraciones.

Las concentraciones fueron elegidas teniendo en cuenta las ICso de los compuestos
por separado, la toxicidad del vehiculo y la ratio presente en el extracto de hoja de
olivo original. En cada placa, ademas de las distintas combinaciones entre los dos
compuestos, se anadié un control de la actividad de cada uno de los compuestos por
separado. A las 24 horas tras el tratamiento se siguid el procedimiento anteriormente
descrito para el ensayo MTT. Este ensayo se realizd con 3 réplicas por condicién,

estando cada réplica en placas independientes.

Se determind el tipo de interaccion entre los distintos compuestos mediante el
calculo de los valores de FICI a partir de los valores de ICso previamente calculados, y

la representacion de los isobologramas.

Esta se realizd utilizando Microsoft Excel (Microsoft Excel 2010, Microsoft
Corporation, USA) a partir de los valores de 1Cso de los compuestos por separados y en

la mezcla, en diferentes ratios de concentracion.
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Posteriormente, se determind la interaccién entre los compuestos mediante el
software Compusyn (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ. USA, 2005), programa especifico
para la busqueda de interacciones (sinergia, aditividad o antagonismo) entre distintos
compuestos dentro del contexto de una actividad farmacoldgica concreta. El software
Compusyn calcula el indice de combinacién Cl a partir de los valores de concentracion
de la mezcla de compuestos, la ratio y el efecto observado en cada caso para diferentes
fracciones afectadas o F,, equivalente a la inhibicién de la proliferacion celular, en

comparacion con los valores de efecto de los compuestos por separado.

De esta forma, es posible comparar los resultados obtenidos mediante métodos
tradicionales, como son el célculo de FICI y los isobologramas, con el software

especializado para la busqueda de sinergia Compusyn.

Compound 1

Compound 2

3x

Compound 3

Figura 48. Esquema de placa para los ensayos de sinergia con combinaciones dobles (superior), y triples
(inferior). La concentracion de cada compuesto de la combinacidn se aumenté en una direccién del
espacio, por ello para la combinacién triple fue necesario incluir un mayor nimero de placas.- Fuente:
Modificada de Herranz-Lépez et al. (2019)

108



4. Resultados
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Capitulo I:

Optimizacion de la capacidad
antioxidante y antiproliferativa

de un extracto de hoja de olivo
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En el presente capitulo se llevo a cabo la evaluacion de la optimizacién del método
de extraccion del extracto de hoja de olivo. Para ello se analizaron 30 extractos
preparados con hojas recogidas en las diferentes estaciones del afio y secadas a
diferentes temperaturas. Los extractos y su composicion analizada por HPLC-ESI-TOF-
Ms fueron proporcionados por los grupos de la Dra. Taamalli (Laboratoire de
Biotechnologie de I'Olivier, Centre de Biotechnologie de Borj-Cedria, Tunez) y el Dr.
Segura-Carretero (Centro de Investigacion y Desarrollo del Alimento Funcional,

Granada).

Las condiciones de secado y obtencidn de las muestras se recogen, junto con otros
resultados que se comentaran mas adelante, en la Tabla 5. Los parametros estudiados
fueron el contenido fendlico, la capacidad antioxidante y la capacidad antiproliferativa

en dos lineas celulares humanas de cancer de mama.

No se obtuvo ninglin extracto que mejorase los resultados de actividad
antiproliferativa del extracto de origen, por ello se consideré fallida la optimizacion en
el proceso de extraccidn y se continud el estudio del mecanismo de muerte celular con
la combinacidn de los compuestos responsables de la actividad, diosmetina, apigenina

y luteolina.
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4.1.Determinacion del contenido fendlico

El contenido fendlico fue el primer parametro estudiado ya que se buscaba obtener
un extracto enriquecido en polifenoles por ser estos los principales responsables de

las actividades antioxidantes y antiproliferativa.

Los resultados mas altos de contenido fendlico obtenidos (Figura 49 y Tabla 5)
fueron, de manera individual, los del extracto D7A (Otofio, 120°C) con un %GAE de
4,98 + 0,25, seguido de C5A (Verano, 80°C) con 2,04 + 0,4 y por B2RA (Primavera, 25°C)
con 1,45 + 0,03. Cuando se tienen en cuenta los datos agrupados por estacion, los
mejores resultados fueron por orden otofio, verano, primavera e invierno y cuando se
agrupan por la temperatura de secado, los rangos superiores a 80°C parecieron

favorecer el aumento en algunos Casos aunque no es una mejora constante.

%GAE vs Estacion %GAE vs T? secado
5+ ® 5+ L]
44 4
w w
<< 3 < 3
2 e
® L] R, .
11 14
L1 I s
0 0

Invierno Primavera Veranc  Otofio 0°C 25°C 40°C 60°C 80°C 100°C120°C

Figura 49. Resultados del contenido fendlico en funcidn de la estacion de recogida y de la temperatura
de secado. Los datos son expresados como la media (n=3) del porcentaje de equivalentes de acido gélico
por 100 g para cada extracto.
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4.2.Determinacion de la capacidad antioxidante

Los resultados mas altos de capacidad antioxidante obtenidos para el ensayo TEAC
fueron del extracto D7A (Otofio, 120°C) con 32,75+6,34 mmol EQTROLOX seguido de
C5A (Verano, 80°C) con 14,60+1,94 mmol EQTROLOX y de B2A (Primavera, 25°C) con
11,99+0,52 mmol EqTROLOX. Para el ensayo de FRAP fueron D7A (Otofio, 120°C) con
495,40+2,17 mmol EgFe,*seguidos de C5A (Verano, 80°C) con 208+1,71 mmol EgFe,*

y por B2A (Primavera, 25°C) con 188,14+1,36 mmol EqFe,* (Figura 50 y Tabla 5).

De esta manera, los resultados se corresponden entre ambos ensayos antioxidantes,
también con los resultados para el contenido fendlico, siendo las mejores condiciones
de recogida por orden otofio, verano, primavera e invierno. En cuanto al aumento de

la temperatura de secado los resultados no muestran una tendencia que permita

determinar las condiciones éptimas.

+

mmol EqFe,

Figura 50. Resultados de la capacidad antioxidante en funcién de la estacidon de recogida y de la
temperatura de secado. Los datos son expresados como la media (n=3) de mmol equivalentes de trolox y
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4 .3.Determinacion de la viabilidad en modelos celulares

Para determinar la viabilidad se trataron las diferentes lineas con un rango de
concentraciones de 0-50 pg/mL teniendo en cuenta el valor previo con el extracto de
origen, 7 pg/mL. Sin embargo, en la mayoria de casos ni siquiera se pudo calcular la
ICso y los valores mas bajos obtenidos fueron de 40,78 + 4,81 ug/mL en MCF7 y de
45,93 + 3,84 ug/mL en JIMT-1 para el extracto C5A (Verano, 80°C), como se observa en
la Figura 51y la Tabla 5. No se aumentaron las concentraciones probadas para obtener
todos los valores de ICsg ya que los obtenidos a las concentraciones probadas eran muy

superiores a lo esperado y no se considerd necesario.

MCF7
100+
g g
£ z
H =
2 4 50
> 5
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
pg/ml Log [ug/ml]
JIMT-1
100+
g g
£ z
5 -
g 33 50
-
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
pg/ml Log [ug/ml]

Figura 51. Efecto del extracto C5A en la linea de cancer de mama luminal MCF7 y HER2+ JIMT-1. Las
células se trataron con diferentes concentraciones del extracto (0-50 pg/mL) durante 24 horas. Una vez
finalizado el tratamiento se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Los valores se
presentan como porcentaje de viabilidad celular (%).
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4.4.Bisqueda estadistica de posibles candidatos

responsables de las actividades de los extractos

En paralelo a la realizacion del presente trabajo en el Centro de Investigacion y
Desarrollo del Alimento Funcional (CIDAF), responsable de la elaboracion de los

extractos, se llevé a cabo la caracterizacidn de los extractos (Tabla 9)'%°,

En base a dicha caracterizacidn se realizé un analisis estadistico para determinar los
compuestos candidatos de ser responsables de las actividades antioxidante vy

antiproliferativa de los extractos mediante un modelo lineal generalizado.

Respecto a la actividad antioxidante se analizaron por separado los resultados de
TEAC y de FRAP. Respecto a los resultados de TEAC se estimd que el candidato que
mas contribuye la actividad antioxidante es el isémero 1 de oleuropeina con una
significancia de p <0,001 (Tabla 6). En cuanto a los resultados de FRAP se estimé que

el candidato es la vainillina con una significancia de p <0,001 (Tabla 7).

Para la actividad antiproliferativa solo se analizaron los datos obtenidos en la linea
celular JIMT-1 puesto que MCF7 se descartd para este estudio debido a que tenia mas
de 10 valores faltantes, criterio de exclusion que se utilizé para descartar variables. Se
estimd que la actividad antiproliferativa en JIMT-1 es debida al acetoxipinorresinol y el

acido ursdlico con una significancia de p <0,001 en ambos casos (Tabla 8).

Residual de la desviacion

Min 1Q Median 3Q Max
-4,407 -2,439 -0,835 1,476 10,217
Coeficientes

Estimado SEM Tvalue Pr(>|t]) Significancia
(Intercept) = 4,52269 0,65513 6,904 1,67e-07 p <0,001
Oleuropeina 13490 0,01532 8,805 1,48¢-09  p<0,001
isobmero 1

Tabla 6. Resumen del modelo MLG para la actividad antioxidante TEAC
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Residual de la desviacion

Min 1Q Median 3Q Max
-66,299 -12,195 -5,510 9,605 83,146
Coeficientes

Estimado SEM Tvalue Pr(>|t]) Significancia
(Intercept) = 125,44683 6,15193 20,391 <2e-16 p <0,001
Vainillina -0,85119 0,14673 -5,801 3,58e-06 p <0,001
Tabla 7. Resumen del modelo MLG para la actividad antioxidante FRAP
Residual de la desviacién
Min 1Q Median 3Q Max
-164,10 -88,79 -20,14 27,46 348,75
Coeficientes
Estimado SEM Tvalue Pr(>|t]) Significancia
(Intercept) 214,510 31,375 6,837 2,41e-07 p <0,001
Ac-
Pinorresinol -35,780 6,890 -5,193 1,81e-05 p <0,001
Acido
ursélico 26,582 5,148 5,164 1,96e-05 p <0,001

Tabla 8. Resumen del modelo MLG para la actividad antiproliferativa en JIMT-1
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Capitulo II:

Estudio del mecanismo de
accion de la mezcla de flavonas
DAL511 en los diferentes
subtipos moleculares de cancer

de mama
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En este capitulo se llevd a cabo un estudio del efecto de la mezcla DAL511, mezcla
de diosmetina, apigenina y luteolina a la proporciéon presente en el extracto de origen
5:1:1 (mg/g de extracto seco) sobre la viabilidad, supervivencia, migracion e invasion
en células tumorales de cancer de mama, asi como la determinacién de los principales

mecanismo de muerte celular que desencadena en dichas células.

Para ello se utilizaron cuatro modelos celulares, cada uno representativo de los tres
principales subtipos moleculares, y clinicos, de cancer de mama asi como un modelo
de tumor secundario o metastasico en cerebro derivado de TNBC, MCF7 para el
luminal, JIMT-1 para el HER2+, MDA-MB-231 para el TNBC y MDA-MB-231-BR para el

tumor secundario en cerebro de TNBC.

4.5.Mecanismo de accion de la mezcla DAL511 en un

modelo de cancer de mama de subtipo luminal

4.5.1.Determinacion del efecto antiproliferativo

Se analizé la actividad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en la linea celular MCF7
tras 24 horas de tratamiento y en paralelo se estudié también en la linea celular

MCF10A para comparar el efecto entre células tumorales y no tumorales.

Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferacidn celular de lalinea
MCF7 cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede apreciar

también en la linea control MCF10A, es mas acusado en la linea tumoral (Figura 52).

La mezcla DAL511 presentd una ICso de 57,22 + 10,89 uM en la linea celular MCF7
frente a la 1Cso de 140,9 + 13,3 uM en MCF10A por lo que su IT fue de 2,46,

considerandose por tanto de indice terapéutico estrecho (Tabla 10).
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| coum) | IT
MCF7 |57,22+10,89 | 2,46
MCF10A | 140,9 + 13,3

Tabla 10. Valores de 1Cso £SD (n=6) tras 24 horas de tratamiento y del indice terapéutico de DAL511
en MCF7
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Figura 52. Efecto de la mezcla DAL511 en la linea de cdncer de mama luminal MCF7 y la linea control
no tumoral MCF10A. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la viabilidad celular mediante el contaje
de nucleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan como porcentaje de viabilidad celular

(%). **** (p<0,0001) indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento
(0 um).

126



Una vez determinado el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se estudié el
efecto de ésta sobre las capacidades funcionales de las células tumorales de formar

colonias, migrar e invadir.

En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 53) se determiné mediante un ensayo
de formacion de colonias para determinar la supervivencia post-tratamiento. Se
observo una disminucién de casi el 50% en el nimero de colonias y de mas del 70 %
en su tamano a la concentracion del DAL511 mas baja probada, 33,35 uM, y llegando

a reducir mas de un 90% el didametro a 133,42 uM.

Colony .
. —©- Diameter

Il formation

200 (%) - 500
—_ - 400
R 150
s *hkk 9
S ) 300 3
= B
g i xk m
£ 10041 B
2 ddd :
. 200 =
g l )
Q 50
© T - 100

0- T T T T T 0
0 33.35 66.70 100.05 133.42

133,42 uM

Figura 53. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica en la linea de cancer de mama
luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron con medio de cultivo
completo durante 7 dias y se determind la capacidad de formacién de colonias mediante el equipo
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de formacion de colonias
(%) y como el diametro medio de las colonias (um). ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican
diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM) (Verde-Didmetro,
Negro-%Formacién de colonias).
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La capacidad migratoria (Figura 54) se determind mediante el ensayo de wound
healing o cierre de herida que consiste en realizar un herida en una monocapa celular
y observar la migracion celular en presencia del tratamiento durante 24 horas. Se
observo una reduccién de casi el 50% a la concentracidn mas baja ensayada, 33,35 uM,

y en mas del 60% a la concentracién mas alta, 133,42 uM, tras 24 horas de tratamiento.

§ 100+ _ - OHM
r = 3335.M
o —— 6671 uM
..—Z . _ |y 10005 um
S 5o ¥ —e— 133.41uM
'g + 4
3 +
=

0' 5 T T T T T

0 4 8 12 16 20 24

Time (h)

Figura 54. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migracién celular mediante el ensayo de wound
healing en la linea de cancer de mama luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron
fotografias a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se
presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%). **** (p<0,0001) indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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En cuanto a la invasidn (Figura 55) se determind mediante el ensayo de wound
healing o cierre de herida en presencia de matrigel, que consiste en realizar un herida
en una monocapa celular sembrada sobre pocillos pretratados con matrigel y observar
la migracion celular en presencia del tratamiento disuelto en matrigel durante 24
horas. Se observé un efecto mas pronunciado, y se analizaron solo las concentraciones
16,675 uMy 33,35 uM ya que concentraciones superiores provocaban el retraimiento

del borde de la herida impidiendo su analisis.

Lalinea celular MCF7 no tiene elevadas capacidades invasivas, llegando el control sin
tratamiento a invadir en torno al 6% de la herida sin embargo el tratamiento a la
concentracién mas baja ensayada, 16,675 uM, llegé a inhibir practicamente por

completo la invasién del matrigel.

100- -~ OuM
— 16,675 uM
1 = 33.35.M

Wound confluence (%)
[y
<

*kkk

1
20 24

Time (h)

Figura 55. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasion celular mediante el ensayo de wound
healing con matrigel en la linea de cancer de mama luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (16,675-33,35 uM) disueltas en matrigel durante 24 horas. Durante el
tratamiento se realizaron fotografias a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging
Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001)
indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 pM).
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4.5.2.Determinacidon del mecanismo de muerte celular

Una vez conocidos los efectos antiproliferativos y sobre la capacidad de formacion
de colonias, de migracion e invasion de la mezcla DAL511 en la linea celular MCF7 se
procedid a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su mecanismo de

muerte.

En primer lugar, se llevd a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM) durante 24h. Como
se observa en la Figura 56 se produjo un leve bloqueo del ciclo celular en la fase S con

un aumento significativo del 6% de la fase S y una disminucién significativa del 6% en

100+
B G2/M
I
80+ B Gl
HEl SubGl

* %
*kk Fkk

Cell cycle phases (%)
B (2]
< 2

N
2

o
|

0 33,35 66,70 100,05 133,41
pm

Figura 56. Efecto de la mezcla DAL511en el ciclo celular en la linea celular de cancer de mama luminal
MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24
horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determiné mediante el equipo Muse Cell
Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de las fases del ciclo celular (%). * (p<0,1), ** (p<0,01)
*** (p<0,001), y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control
sin tratamiento (0 uM).
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la fase G1 a la concentraciéon mas alta probada, 133,41 uM. Ademas, se observd un

aumento significativo de la fase subG1 llegando hasta un 8,5%.

Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citotdxico que podria deberse a
apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la apoptosis mediante marcaje con
Anexina-V. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 uM) durante 24 horas. El porcentaje de apoptosis se cuantificd tanto a nivel

basal como tras la adicidon de los tratamientos.

Como se puede observar en la Figura 57 se produjo un incremento significativo de la
apoptosis tardia de casi el 40% con la concentracion mas baja probada, 33,35 uM,

mientras que no se apreciaron variaciones en la apoptosis temprana.

= Early Apoptosis
Il Late Apoptosis
60

501

*hkk

40

301
101

Apoptosis (%)
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0 33,35 66,70 100,05 133,41
nwm

Figura 57. Determinacién de apoptosis mediante Anexina-V en la linea celular de cdncer de mama
luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determiné mediante el equipo
Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana y tardia (%). ****
(p<0,0001) indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Debido a que tras 24 horas de tratamiento solo se observaban variaciones en la
apoptosis tardia y estos resultados son compatibles no solo con apoptosis, sino
también con otros tipos de muerte celular, de manera complementaria se determind
la integridad de la membrana citoplasmatica mediante la cuantificacién de LDH
liberada (Figura 58), asi como la determinacién de necroptosis (Figura 59) y autofagia
(Figura 60) utilizando sus inhibidores correspondientes, necrostatina-1 y cloroquina,

respectivamente.

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los tres tipos de ensayos
realizados por lo que se descarté que la citotoxicidad observada se debiera a necrosis,

necroptosis o autofagia.

% LDH

C+ C- 0 33,35 66,70 100,05 133,41
uwm
Figura 58. Efecto sobre la liberacion de la LDH de la mezcla DAL511 en la linea celular de céncer de
mama luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41

uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células necréticas se determiné
mediante el kit de citotoxicidad LDH. Los valores se presentan como porcentaje de citotoxicidad (%).
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Figura 59. Efecto de la mezcla DAL511 en la viabilidad celular en la linea celular de cancer de mama
luminal MCF7 en presencia del inhibidor de la necroptosis necrostatina-1. Las células se pretrataron con
necrostatina-1 durante 2 horas y se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41
UM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la viabilidad celular mediante el
ensayo de MTT. Los valores se presentan como porcentaje de viabilidad celular (%).

1503 Cloroquine No Treatment

-
(=]
<

Viability (%)

u
T

0 33,35 66,70 100,05 133,41 0 33,35 66,70 100,05133,41
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Figura 60. Efecto de la mezcla DAL511 en la viabilidad celular en la linea celular de cancer de mama
luminal MCF7 en presencia del inhibidor de la autofagia cloroquina. Las células se pretrataron con
cloroquina durante 2 horas y se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la viabilidad celular mediante el ensayo
de MTT. Los valores se presentan como porcentaje de viabilidad celular (%).

133



Una vez descartadas otros posibles tipos de muerte celular se repitio la
determinacién de la apoptosis mediante marcaje con Anexina-V pero realizando un

curso temporal de 10 h para observar si ésta aparecia a tiempos mas cortos.

Como se observa en la Figura 61 el incremento significativo en la apoptosis temprana
comenzo a las 2 h de tratamiento para las concentraciones mas altas, 100,05 uM vy
133,41 uM, y dejo de observarse en torno a las 8-10 h de tratamiento, cuando comenzd
a apreciarse un incremento significativo en la apoptosis tardia. Es decir, la citotoxicidad
se debe a un efecto apoptdtico que comienza al poco tiempo del inicio del tratamiento

y por ello no se observd en los ensayos a 24 horas (Figura 57).

Una vez determinado que el efecto citotdxico se debe a una muerte por apoptosis
se procedié a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que la
mitocondria puede verse involucrada en los procesos apoptéticos. Para ello se
determind el PMM por dos métodos diferentes, citometria de flujo y microscopia de

fluorescencia.

Como se observa en la Figura 62 el tratamiento con DAL511 produjo un incremento
en la poblacién de células despolarizadas de casi el 20% a la concentracién mas baja
probada, 33,35 uM, vy llegando cerca del 40% a la concentracion mas alta probada,
133,41 uM segun la citometria de flujo. Segun la microscopia de fluorescencia (Figura
63) se produjo un descenso del PMM de casi el 20% a la concentracién mas baja
probada, 33,35 uM, y casi del 40% para la concentracidon mas alta probada, 133,41 uM,

de manera que ambas medidas coinciden.
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Figura 61. Determinacién de apoptosis mediante Anexina-V en la linea celular de cdncer de mama
luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 2-10 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determiné mediante el equipo
Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana, tardia y total (%).
**% (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin
tratamiento (0 uM).
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Figura 62. Efecto de la mezcla DAL511 en el PMM en la linea celular de cancer de mama luminal MCF7.
Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas.
Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se determind mediante el
equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de células despolarizadas (%). ****
(p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Figura 63. Efecto de la mezcla DAL511 en el PMM en la linea celular de cancer de mama luminal MCF7.

Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas.
Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se determind mediante el
equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje del potencial de

membrana mitocondrial (%).*** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indica diferencias estadisticamente
significativas respecto al control sin tratamiento (0 pM).

136



Por ultimo, se determind la capacidad de la mezcla DAL511 de aumentar la
produccion de ROS puesto que este hecho podria tener relacion con el dafio
mitocondrial. Por una parte, el caracter prooxidante que pueden presentar en
ocasiones los polifenoles podria inducir un aumento de ROS que provoque dafo
mitocondrial, y por otra parte, si se produce apoptosis por la via mitocondrial el

aumento de ROS seria una consecuencia del propio dafio mitocondrial.

Como se observa en la Figura 64 se produjo un incremento de cerca del 20% en la
produccidn de ROS con la concentracidn mas baja probada, 33,35 uM llegando hasta

el 30% con la concentracion mas alta, 133,41 uM.
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Figura 64. Efecto de la mezcla DAL511 en la produccion de ROS en la linea de cancer de mama luminal
MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24
horas. Una vezfinalizado el tratamiento se determiné la generacién de ROS intracelular mediante la sonda
H,DCF-DA y el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de
ROS (%).** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al
control sin tratamiento (0 uM).
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4.6.Mecanismo de accion de la mezcla DAL511 en un

modelo de cancer de mama de subtipo HER2+

4.6.1.Determinacion del efecto antiproliferativo

Se analizé la actividad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en la linea celular JIMT-
1y lalinea celular MCF10A, tras 24 horas de tratamiento, con el objetivo comparar el

efecto entre células tumorales y sanas.

Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular de lalinea
JIMT-1 cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede apreciar

también en la linea control MCF10A, es mas acusado en la linea tumoral (Figura 65).

La mezcla DAL511 presenté una ICso de 86,69 + 16,38 uM en la linea celular JIMT-1
frente a la 1Cso de 140,9 £ 13,3 uM en MCF10A por lo que su IT fue de 1,63,

considerandose, por tanto, de indice terapéutico no seguro (Tabla 11).

| iCo(um) | T
86,69 + 16,38 | 1,63
140,9 + 13,3

JIMT-1
MCF10A

Tabla 11. Valores de I1Cso +SD (n=6) tras 24 horas de tratamiento y del indice terapéutico de DAL511 en
JIMT-1
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Figura 65. Efecto de la mezcla DAL511 en la linea de cancer de mama HER2+ JIMT-1y la linea control
no tumoral MCF10A. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41
MM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la viabilidad celular mediante el
contaje de nucleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan como porcentaje de viabilidad

celular (%). **** (p<0,0001) indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin
tratamiento (0 uM).

Tras determinar el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se paso a estudiar la

capacidad de formacion de colonias, de migracién y de invasion, todas capacidades

funcionales de las células tumorales.
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En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 66), determinada mediante el ensayo
de colonias explicado con anterioridad basado en la supervivencia celular post-
tratamiento, se observé una disminucion de casi el 30% en el nimero de colonias y de
casi del 40% en su tamafio a la concentracion del DAL511 mas baja probada, 33,35 uM,

y llegando a reducir mas de un 70% el didametro y de un 60% el nimero de colonias a

133,42 uM.
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Figura 66. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica de la linea de cdncer de mama
HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron con medio de cultivo
completo durante 7 dias y se determind la capacidad de formacién de colonias mediante el equipo
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de formacidn de colonias
(%) y como el didametro medio de las colonias (um). **** (p<0,0001) indica diferencias estadisticamente

significativas respecto al control sin tratamiento (0 pM) (Verde-Didmetro, Negro-%Formaciéon de
colonias).
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La capacidad migratoria (Figura 67), determinada mediante el ensayo wound healing
o de cierre de herida, se vio reducida en mas un 50% a la concentracién mas baja
ensayada, 33,35 uM, y en mas del 80% a la concentracidon mas alta, 133,42 uM, tras 24

horas de tratamiento.
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Figura 67. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migracién celular mediante el ensayo de wound
healing en la linea de cancer de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron
fotografias a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se
presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001) indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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En cuanto a la invasién (Figura 68), determinada también con el ensayo de wound
healing pero en presencia de matrigel recreando la matriz extracelular, se observé una
disminucion de en torno al 15% a la concentracion mas baja probada, 33,35 uM,

llegando hasta mas del 30% a la concentracidon mas alta probada, 133,41 uM.
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Figura 68. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasion celular mediante el ensayo de wound
healing con matrigel en la linea de cancer de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) disueltas en matrigel durante 24 horas. Durante el
tratamiento se realizaron fotografias a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging
Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001)
indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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4.6.2.Determinacion del mecanismo de muerte celular

Una vez observados los efectos antiproliferativos y de inhibicion de la capacidad de
formacidn de colonias, de migracion e invasion de la mezcla DAL511 en la linea celular
JIMT-1 se procedié a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su

mecanismo de muerte.

En primer lugar, se llevé a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM) durante 24h. Como
se observa en la Figura 69 se produce un blogueo del ciclo celular en la fase G2/M con
un aumento significativo del 15% de la fase G2/M y una disminucion significativa del
10% de las fases G1y S a la concentracién mas alta probada, 133,41 uM. Ademas, se

observa un aumento significativo de la fase subG1 llegando hasta un 4%.
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Figura 69. Efecto de la mezcla DAL511en el ciclo celular la linea de cancer de mama HER2+ JIMT-1. Las
células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una
vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determind mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los
valores se presentan como porcentaje de las fases del ciclo celular (%).** (p<0,01) y **** (p<0,0001)
indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citostatico y un leve efecto
citotdxico que podria deberse a apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la
apoptosis mediante marcaje con Anexina-V. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. El porcentaje de

apoptosis se cuantificd tanto a nivel basal como tras la adicién de los tratamientos.

Como se puede observar en la Figura 70 se produce un efecto dosis-dependiente
(mayor que el observado en las células MCF7) con un incremento significativo de la
apoptosis tardia de casi el 20% y del 5% en la apoptosis temprana con la concentracién

mas alta probada, 133,41 uM.
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Figura 70. Determinacion de apoptosis mediante Anexina-V la linea de cdncer de mama HER2+ JIMT-1.
Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas.
Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determiné mediante el equipo Muse Cell Analyzer.
Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana y tardia (%). * (p<0,05) ** (p<0,01) y
**%* (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0

uM).
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Una vez determinado que el efecto citotdxico se debe a una muerte por apoptosis
se procedié a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que la
mitocondria puede verse involucrada en los procesos apoptoéticos ademas de influir en
el bloqueo del ciclo celular. Para ello, al igual que en el anterior modelo, se determiné
el PMM por dos métodos diferentes, citometria de flujo y microscopia de

fluorescencia.

Como se observa en la Figura 71 el tratamiento con DAL511 produjo un incremento
de casi el 20% a la concentracién mas baja probada, 33,35 uM, y llegando cerca del

40% a la concentracién mas alta ensayada, 133,41 uM segun la citometria de flujo.
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Figura 71. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la linea de cancer
de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41
MM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se
determind mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de células
despolarizadas (%). * (p<0,05), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente
significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).

145



Segun la microscopia de fluorescencia (Figura 72) se produjo un descenso del PMM
de casi el 20% a la concentracién mas baja probada, 33,35 uM, y casi del 40% para la
concentracién mas alta probada, 133,41 uM, de manera que ambas medidas

coinciden.
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Figura 72. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la linea de cancer
de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41
MM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se
determind mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como
porcentaje del potencial de membrana mitocondrial (%). * (p<0,05) ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican
diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).

Por ultimo, se determind la capacidad de la mezcla DAL511 de aumentar la
produccion de ROS puesto que podria estar tener relacién con el dafio mitocondrial
debido al caracter prooxidante que pueden presentar en ocasiones los polifenoles o

gue ocurra una apoptosis por via mitocondrial.
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Como se observa en la Figura 73 no se producen variaciones significativas con el
tratamiento por lo que la produccion de ROS no se ve afectada por DAL511 en la linea

celular JIMT-1.
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Figura 73. Efecto de la mezcla DAL511 en la produccion de ROS en la linea de cancer de mama HER2+
JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24
horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la generacion de ROS intracelular mediante la sonda
H,DCF-DA y el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de
ROS (%).
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4.7 .Mecanismo de accion de la mezcla DAL en un

modelo de cancer de mama de subtipo TNBC

4.7.1.Determinacion del efecto antiproliferativo

A continuacidn se analizé la actividad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en la
linea celular triple negativa MDA-MB-231 tras 24 horas de tratamiento y, ademas,
como en anteriores lineas celulares, se determind el efecto antiproliferativo en lalinea

celular MCF10A para realizar una comparacién entre células tumorales y sanas.

Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferacidn celular de lalinea
MDA-MB-231 cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede
apreciar también en la linea control MCF10A, siendo mas acusado en la linea tumoral

(Figura 74).

La mezcla DAL511 presentd una ICso de 86,69 + 16,38 uM en la linea celular MDA-
MB-231 frente a la ICso de 140,9 + 13,3 uM en MCF10A por lo que su IT fue de 2,30,

considerandose por tanto de indice terapéutico estrecho (Tabla 12).

| coum) | IT
61,24 + 18,63 | 2,30
140,9 + 13,3

MDA-MB-231
MCF10A

Tabla 12. Valores de 1Cso +SD (n=6) tras 24 horas de tratamiento y del indice terapéutico de DAL511 en
MDA-MB-231
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Figura 74. Efecto de la mezcla DAL511 en la linea de cancer de mama TNBC MDA-MB-231 vy la linea
control no tumoral MCF10A. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la viabilidad celular
mediante el contaje de nucleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan como porcentaje

de viabilidad celular (%). **** (p<0,0001) indica diferencias estadisticamente significativas respecto al
control sin tratamiento (0 uM).

Seguidamente, tras comprobar el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se
continud con un esquema de trabajo similar al realizado con las anteriores lineas
celulares, estudiando el efecto de la mezcla sobre las capacidades funcionales de las

células tumorales de formar colonias, migrar e invadir.
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En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 75), la cual se determiné mediante el
estudio de la supervivencia post-tratamiento con el ensayo de formacién de colonias,
se observé una disminucién de mas del 80% en el nimero de colonias y de mas del

90% en su tamafio a la concentracion del DAL511 mas alta probada, 133,42 uM.
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Figura 75. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica la linea de cancer de mama TNBC
MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron con medio de cultivo
completo durante 7 dias y se determind la capacidad de formacién de colonias mediante el equipo
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de formacidn de colonias
(%) y como el didametro medio de las colonias (um). ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM) (Verde-Diametro, Negro-
%Formacion de colonias).
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La capacidad migratoria (Figura 76), determinada mediante el ensayo de wound
healing o cierre de herida, se vio reducida en mas del 30% a la concentracién mas baja
ensayada, 33,35 uM, y en casi el 50% a la concentracidon mas alta, 133,42 uM, tras 24

horas de tratamiento.
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Figura 76. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migracién celular mediante el ensayo de wound
healing en la linea de cancer de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron
fotografias a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se
presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%). **** (p<0,0001) indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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En cuanto a la invasion (Figura 77), que se determind mediante el ensayo de wound
healing o cierre de herida en presencia de matrigel, se observé una disminucion de
entorno al 20% a la concentracion mas baja probada, 33,35 uM, llegando hasta mas

del 40% a la concentracién mas alta testada, 133,41 uM.
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Figura 77. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasion celular mediante el ensayo de wound
healing con matrigel en la linea de cancer de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con
diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) disueltas en matrigel durante 24 horas. Durante
el tratamiento se realizaron fotografias a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging
Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%). **** (p<0,0001)
indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 pM).
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4.7.2.Determinacion del mecanismo de muerte celular

Comprobados los efectos antiproliferativos y de inhibicidén sobre la capacidad de
formacidn de colonias, de migracion e invasion de la mezcla DAL511 en la linea celular
MDA-MB-231 se procedid a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su

mecanismo de accion.

En primer lugar, se llevé a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM) durante 24h. Como
se observa en la Figura 78 se produjo un aumento significativo de la fase subG1
llegando hasta un 15% a la concentracién mas alta ensayada 133,41 uM y siendo mas
alto que el observado para esta fase en las anteriores lineas celulares (MCF7 y JIMT-

1).
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Figura 78. Efecto de la mezcla DAL511en el ciclo la linea de cancer de mama TNBC MDA-MB-231. Las
células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una
vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determind mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los
valores se presentan como porcentaje de las fases del ciclo celular (%). * (p<0,05) ** (p<0,01) y ****
(p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Ademas, se observd un aumento significativo de la fase G2/M en torno a 10-15%
acompafiado de un descenso de la fase G1 del 20% a las concentraciones mas bajas,

33,35y 66,70 uM.

Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citotdxico que podria deberse a
apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la apoptosis mediante marcaje con
Anexina-V como se hizo en las anteriores lineas celulares (MCF7 y JIMT-1). Las células
se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24

horas. El porcentaje de apoptosis se cuantificd tanto a nivel basal como tras la adiciéon

de los tratamientos.

Como se puede observar en la Figura 79 se produjo un incremento significativo de la
apoptosis temprana de casi el 20% y del 6% en la apoptosis tardia con la concentracién

mas alta probada, 133,41 uM.
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Figura 79. Determinacién de apoptosis mediante Anexina-V en la linea de cancer de mama TNBC MDA-
MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24
horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determiné mediante el equipo Muse Cell
Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana y tardia (%). ** (p<0,01) y
**%* (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0
uM).
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Una vez determinado que el efecto citotdxico se debe a una muerte por apoptosis
se procedié a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que, como se ha
comentado anteriormente, la mitocondria puede verse involucrada en los procesos
apoptdticos ademas de influir en el bloqueo del ciclo celular. Para ello, como en los
casos anteriores, se determind el PMM por dos métodos diferentes, citometria de flujo

y microscopia de fluorescencia.

Como se observa en la Figura 80 el tratamiento con DAL511 produjo un incremento
de casi el 5% a la concentracién mas baja probada, 33,35 uM, y llegando cerca del 30%

a la concentracidon mas alta probada, 133,41 uM segun la citometria de flujo.
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Figura 80. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la linea de cancer
de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 pM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas
se determind mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de células
despolarizadas (%). *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas
respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Segun la microscopia de fluorescencia (Figura 81) se produjo un descenso del PMM
de casi el 30% a la concentracién mds baja probada, 33,35 uM, y casi del 40% para la
concentracién mas alta probada, 133,41 uM, de manera que ambas medidas coinciden

en que se produce una despolarizacién de la membrana mitocondrial.

HoechstB3342
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Figura 81. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la linea de cancer
de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas
se determind mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como
porcentaje del potencial de membrana mitocondrial (%). *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican
diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Por ultimo, y al igual que con las lineas celulares anteriores, se determind la
capacidad de la mezcla DAL511 de aumentar la produccién de ROS puesto que podria
estar tener relacién con el dafio mitocondrial debido al caracter prooxidante que

pueden presentar en ocasiones los polifenoles.

Como se observa en la Figura 82 se produjo una respuesta dosis-dependiente con un
incremento de cerca del 10% en la produccion de ROS con la concentraciéon mas baja

probada, 33,35 uM llegando hasta el 60% con la concentracidon mas alta, 133,41 pM.
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Figura 82. Efecto de la mezcla DAL511 en la produccién de ROS en la linea de cancer de mama TNBC
MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM)
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la generacidon de ROS intracelular
mediante la sonda H2DCF-DA vy el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan
como porcentaje de ROS (%). * (p<0,05), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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4.8.Mecanismo de accidon de la mezcla DAL en un
modelo de metdstasis cerebral procedente de

cancer de mama de subtipo TNBC

4.8.1.Determinacion del efecto antiproliferativo

En ultimo lugar dentro del presente capitulo, se estudid el efecto antiproliferativo de
la mezcla DAL511 en la linea celular MDA-MB-231-BR tras 24 horas de tratamiento.
Esta lineas es una linea de metastasis cerebral originada a partir de la linea MDA-MB-
231 estudiada en la anterior seccién. Asi mismo, y de manera similar a anteriores
secciones, se estudio también en una linea celular de tejido sano, en este caso la linea

celular THV de astrocitos humanos.

Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular de la linea
MDA-MB-231-BR cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede
apreciar también en la linea control THV, es mas acusado en la linea tumoral (Figura

83).

La mezcla DAL511 presentd una ICsp de 63,37 + 10,46 UM en la linea celular MDA-
MB-231-BR frente a la ICso de 141,2 + 13,15 uM en MCF10A por lo que su IT fue de

2,23, considerandose por tanto de indice terapéutico estrecho (Tabla 13).

| iCoum) | T
63,37 +10,46 | 2,23
141,2 + 13,15

MDA-MB-231-BR
MCF10A

Tabla 13. Valores de 1Cso +SD (n=6) tras 24 horas de tratamiento y del indice terapéutico de DAL511 en
MDA-MB-231-BR
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Figura 83. Efecto de la mezcla DAL511 en la linea de cancer de mama TNBC metastdsica de cerebro
MDA-MB-231-BR y la linea control sana THV. Las células se trataron con diferentes concentraciones de
DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la
viabilidad celular mediante el contaje de nucleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan
como porcentaje de viabilidad celular (%). * (p<0,05) ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001)
indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).

Tras observar el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se continud estudiando
el efecto de esta sobre las capacidades funcionales de las células tumorales, formar

colonias, migrar e invadir.
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En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 84), determinada mediante el ensayo
de formacién de colonias, se observé una disminucién de mas del 80% en el nimero
de colonias y de mas del 90% en su tamafio a la concentracién del DAL511 mas alta

probada, 133,42 uM.

Colony -8- Diameter
Il formation
(%)
150+ - 800
g *Ekkk B 600
i o
5 100 o
3 3
E 100 3
L g
E’ *kkk ._=
§ 504 3
S - 200
0- T T T T T 0
1} 33,35 66,70 100,05 133,41
Il
. /4
£ 7
[. ] v
I8 : .
\ A
= / N
0 uM 133,42 uM

Figura 84. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica la linea de cancer de mama TNBC
metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de
DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron
con medio de cultivo completo durante 7 dias y se determiné la capacidad de formacion de colonias
mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de
formacién de colonias (%) y como el didmetro medio de las colonias (um). **** (p<0,0001) indica
diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM) (Verde-Diametro,
Negro-%Formacién de colonias).
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La capacidad migratoria (Figura 85), estudiada con el ensayo de wound healing o
cierre de herida, presentd un efecto mas pronunciado, y se analizaron solo las
concentraciones 16,675 uM vy 33,35 pM ya que concentraciones superiores
provocaban el retraimiento del borde de la herida impidiendo su analisis, y se vio
reducida en mas un 20% a la concentracidon mas baja ensayada, 16,675 uM, y en mas

del 40% a la concentracién mas alta, 33,35 uM, tras 24 horas de tratamiento.
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Figura 85. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migracién celular mediante el ensayo de wound
healing la linea de cancer de mama TNBC metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron
con diferentes concentraciones de DAL511 (16,675-33,35 uM) durante 24 horas. Durante el tratamiento
se realizaron fotografias a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los
valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001) indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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En cuanto a la invasién (Figura 86), se estudié por el mismo método que la migracién
pero en presencia de matrigel recreando la matriz extracelular, y al igual que ocurrié
con la migracidn, se analizaron solo las concentraciones 16,675 uM vy 33,35 uM ya que
concentraciones superiores provocaban el retraimiento del borde de la herida
impidiendo su analisis. Se observé una reduccién cercana al 30% a la concentracion
mas baja ensayada, 16,675 uM, y de casi el 40% a la concentracidon mas alta, 33,35 uM,

tras 24 horas de tratamiento.
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Figura 86. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasion celular mediante el ensayo de wound
healing con matrigel la linea de cancer de mama TNBC metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las
células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (16,675-33,35 uM) disueltas en matrigel
durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron fotografias a diferentes tiempos mediante el
equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en
la herida (%).**** (p<0,0001) indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin
tratamiento (0 uM).
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4.8.2.Determinacion del mecanismo de muerte celular

Una vez estudiado los efectos antiproliferativos y de inhibicidn para la capacidad de
formacidn de colonias, de migracion e invasion de la mezcla DAL511 en la linea celular
MDA-MB-231-BR se procedidé, de manera similar a lo hecho con las anteriores lineas
celulares, a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su mecanismo de

accion.

En primer lugar, se llevé a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 uM) durante 24h. Como
se observa en la Figura 87 se produce un aumento significativo de la fase subG1

llegando hasta un 15% a la concentracion mas alta probada, 133,41 uM.
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Figura 87. Efecto de la mezcla DAL511 sobre el ciclo celular la linea de cancer de mama TNBC
metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de
DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se
determind mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de las fases
del ciclo celular (%). *(p<0,05) ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican diferencias estadisticamente
significativas respecto al control sin tratamiento (0 pM).
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Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citotdxico que podria deberse a
apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la apoptosis mediante marcaje con
Anexina-V. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 uM) durante 24 horas. El porcentaje de apoptosis se cuantificd tanto a nivel

basal como tras la adicidon de los tratamientos.

Como se puede observar en la Figura 88 se produce un incremento significativo de
la apoptosis temprana de un 15% y del 5% en la apoptosis tardia con la concentracién

mas alta probada, 133,41 uM.
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Figura 88. Determinacién de apoptosis mediante Anexina-V en la linea de cancer de mama TNBC
metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de
DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se
determind mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de
apoptosis temprana y tardia (%). ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente
significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Una vez determinado que el efecto citotdxico se debe a una muerte por apoptosis
se procedié a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que la
mitocondria puede verse involucrada en los procesos apoptoéticos ademas de influir en
el bloqueo del ciclo celular. Para ello, como en el resto de modelos previamente

estudiados, se determind el PMM por dos métodos diferentes, citometria de flujo y

microscopia de fluorescencia.

Como se observa en la Figura 89 el tratamiento con DAL511 produce un incremento
de la despolarizacién de mas del 5% a la concentracion mas baja probada, 33,35 uM,
y llegando cerca del 30% a la concentracién mas alta probada, 133,41 uM segun la

citometria de flujo.

304

Fkxk

201

Depolarized cells (%)

0 3335 66.70 100.05 133.41
um

Figura 89. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la linea de cancer
de mama TNBC metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el
porcentaje de células despolarizadas se determind mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se
presentan como porcentaje de células despolarizadas (%). **** (p<0,0001) indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).

165



Segun la microscopia de fluorescencia (Figura 90) se produce un descenso del PMM
de casi el 50% a la mas alta probada, 133,41 uM, de manera que ambas medidas

coinciden en que se produce una despolarizacién de la membrana mitocondrial.

150+

— 100+

PMM (%

MitoTrackerGREEN
50+

] 33,35 66,70
um

100,05 133,41

133,41 M

Figura 90. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la linea de cancer
de mama TNBC metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 uM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el
porcentaje de células despolarizadas se determind mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-
mode. Los valores se presentan como porcentaje del potencial de membrana mitocondrial (%). ***
(p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin
tratamiento (0 uM).
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De manera similar a lo hecho con los anteriores modelos celulares, se paso en ultimo
lugar a estudiar la capacidad de la mezcla DAL511 de modificar la presencia de ROS
puesto que, como se ha explicado anteriormente, esto podria estar tener relacién con
el dafio mitocondrial debido al caracter prooxidante que pueden presentar en

ocasiones los polifenoles.

Como se observa en la Figura 91 se produjo un incremento dosis-dependiente,
observandose un aumento de cerca del 5% en la produccion de ROS con la
concentracidén mas baja probada, 33,35 uM llegando hasta el 50% con la concentracién

mas alta, 133,41 uM.
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Figura 91. Efecto de la mezcla DAL511 en la produccién de ROS en la linea de cdncer de mama TNBC
metastdsica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de
DAL511 (33,35-133,41 pM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determind la
generacion de ROS intracelular mediante la sonda H,DCF-DA y el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-
mode. Los valores se presentan como porcentaje de ROS (%). *** (p<0,001) indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 uM).
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Capitulo IlI:

Absorcion intestinal in vitro y
estudio del transporte a través
de la barrera hematoencefalica

mediante un modelo

matematico
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En el presente capitulo se realizd un estudio sobre la absorcion intestinal de los
compuestos diosmetina, apigenina y luteolina en combinacion (DAL511) ya que, en el
caso de administrar por via oral un tratamiento con dichos compuestos, seria
necesario que sea absorbido a nivel intestinal para llegar a su sitio de accidn, las células
tumorales. Dicho estudio se llevd a cabo mediante el ensayo de absorcidn intestinal in

147,150,151 "y o calculo de la

vitro con monocapas de Caco-2, ampliamente validado
permeabilidad aparente y el flujo de salida (Efflux ratio), el cual permite estimar el

principal tipo de transporte, para cada compuesto.

En cuanto al transporte a través de la barrera hematoencefalica, éste presenta una
gran relevancia clinica en el tratamiento de cualquier enfermedad cerebral. Dicha
barrera ejerce normalmente de proteccidon para el cerebro, provocando grandes
dificultades a la hora de elegir tratamientos, ya que la mayoria de farmacos no
consiguen atravesarla. Por ello, con el objetivo de conocer el potencial para atravesar
la BHE de las flavonas de la mezcla DAL511 se realizd una aproximacion matematica a
partir de los valores de permeabilidad aparente obteniendo el P,ctive, Un parametro que

presenta buena correlacién con el ensayo de absorcion hematoencefalica in situ.
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4.9.Determinacion de los valores de permeabilidad

aparente (Papp)

Para determinar la concentracidn de los compuestos previamente identificados por
HPLC en las muestras procedentes de la cdmara apical (AP) y basolateral (BL) (Figura
92) se emplearon las ecuaciones de regresion lineal incluidas en la Tabla 15, tal y como
se describe en el apartado de Metodologia, y dichos valores se emplearon para
obtener los valores de permeabilidad aparente (Papp). En la Tabla 16 y la Figura 92 se
muestran los valores para los tres compuestos de la mezcla DAL511 estudiada
(diosmetina, luteolina y apigenina) y ambas direcciones analizadas, AP-BL y BL-AP, que
muestran que los tres compuestos son absorbidos de manera moderada. Ademas, se
calculé el Efflux ratio (Er) o flujo de salida, que permite conocer el posible tipo de
transporte a partir de los valores de P.pp Yy que muestran que los compuestos se

absorben principalmente por difusién pasiva (Tabla 17 y Figura 93).

RT LOD LOQ Rango Ecuacidén de 2
Compuesto . . S [F r
(min)  (UM)  (uM)  lineal (uM) regresion lineal
Luteolina 8,3 0,098 0,391 0,391-25 y=12,57x+ 5,293 0,9977
Apigenina 9,5 0,098 0,391 0,391-25 y =15,493x + 18,671 0,9976
Diosmetina 9,8 0,098 0,391 0,391-25 y =17,139x + 10,399 0,9969

Tabla 15. Pardmetros analiticos de las curvas de calibracion empleadas para la cuantificacion de
luteolina, apigenina y diosmetina. RT: tiempo de retencién (del inglés retention time), LOD: limite de
deteccidn (del inglés limit of detection), LOQ: limite de cuantificacion (del inglés limit of quantification)
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Papp CM/s 10°+ SD
Diosmetina Apigenina Luteolina
AP-> BL BL-> AP AP-> BL BL-> AP AP-> BL BL-> AP
2,4+0,2 4,5+0,1 4,1+0,1 59+0,2 1,8+ 0,4 1,4+ 0,2

Tabla 16. Valores de Py, de los compuestos (cm/s) de la mezcla DAL511 en ambas direcciones estudiadas.
Los valores representan la media (n=6) + desviacién estandar (SD).
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Figura 94. Valores Efflux ratio (Papp BL>AP / Papp AP>BL)

Efflux ratio
Diosmetina Apigenina Luteolina
1,864510,2 1,4293+0,6 0,7792+0,3

Tabla 17. Valores de Efflux ratio (Er) calculado a partir de las Papp (Papp AP=2>BL/Pap, BL>AP) Er<0,5
Transporte activo entrada, 0,5>Er<2 Difusién pasiva Er>2 Eflujo

2.5+ Active secretion

—

Pasive diffusion

Efflux ratio
—
o i
1

Active transport

Diosmetin  Apigenin Luteolin

Figura 93. Valores de P,,, expresados como cm/s 106+ SD n=3
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4.10.Determinacion de la absorcion hematoencefalica

derivada de la Papp

Una vez determinados los valores de Pay, y del Efflux ratio para cada uno de los
compuestos de la mezcla DAL511 se comprobd que los datos eran validos para aplicar
la formula y calcular el Pative cOMo se ha descrito en el apartado de Metodologia
(Ecuacidn 8), es decir, que los valores de Er sean inferiores a 2, y se obtuvieron los
datos que se muestran en la Tabla 18 y la Figura 94 siendo los tres compuestos buenos

candidatos para a travesar la BHE ya que presentan valores inferiores a 5x10°® cm/s.

_ PappBL—AP-P,,, AP~BL

active—
2

Ecuacion 8. Calculo de la permeabilidad activa

Pactive Cm/S 10_6 i SD
Diosmetina Apigenina Luteolina
1,05+0,03 0,89 + 0,02 -0,20 £ 0,07

Tabla 18. Valores de Pactive para los compuestos de la mezcla DAL511

6- Lower BBB
permeability
potential
e e NI T """ T"T"Tm—mrx
“‘E- 9 Higher BBB
‘;.J - permeability
‘s T potential
i —
— 14 R
3
3
o D_ " RR—
-1 T T T

Diosmetin  Apigenin Luteolin

Figura 95. Valores de Pggive expresados como cm/s 106+ SD
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Capitulo IV:

Aditividad, sinergiay
antagonismo entre la capacidad
antiproliferativa de diosmetina,

apigenina y luteolina en
modelos celulares de cancer de

mama
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En el presente capitulo se estudiaron los posibles efectos sinérgicos entre los tres
compuestos de la mezcla DAL511, diosmetina, apigenina y luteolina en combinaciones
dobles y triple para buscar ratios de combinacion que permitan utilizar dosis inferiores
de los compuestos y encontrar una mejor proporcién de los compuestos que
maximizara la accion de la mezcla. Los efectos sinérgicos son de relevancia
farmacoldgica en los casos donde se busca disminuir los efectos adversos, ya que
permiten utilizar dosis menores sin perder efectividad, como ocurre en los

tratamientos oncoldgicos.

4.11.Combinaciones dobles

Dado que se han utilizado tres compuestos, existen tres combinaciones binarias
posibles para el estudio de las posibles sinergias. Estas fueron utilizadas en diferentes
proporciones o ratios seleccionadas con el objetivo de determinar los valores de ICs,
para cada proporcidn y combinacidn, en las dos lineas celulares utilizadas (MCF7 y
JIMT-1) y obtener los valores de Cl mediante el software Compusyn. Una vez
obtenidos, y junto con los valores para los compuestos puros, se utilizaron para

construir los respectivos isobologramas (Figura 96) y determinar los valores de FICI.

Como se observa en la Tabla 19 para la linea celular MCF7 la mayoria de ratios de las
combinaciones Diosmetina-Apigenina (D-A) y Apigenina-Luteolina (A-L) presentan
antagonismo excepto para las ratios 1:2 y 5:4 de la combinacién D-A y 4:1 de la
combinacion A-L. Por el contrario, la combinacion Diosmetina-Luteolina (D-L) presenta
sinergia excepto la ratio 5:3 que presenta antagonismo segun el Cl y aditividad segun
el FICI. En cuanto a JIMT-1 (Tabla 20) tiene una tendencia similar predominando el
antagonismo en D-A y A-L excepto por las ratios 3:2, 4:1y 5:2, 5:3 y 6:1 mientras que
para la combinacion D-L todos los ratios presentan sinergia excepto 5:1, 5:3y 6:1 que

presentan antagonismo.

179



MCF7

[Cso (M)
Combinacién Ratio D A L
107,30 38,45 64,79
1:1 36,47 36,47
1:2 <1 <1
2:1 84,38 42,19
3:1 141,20 47,07
3:2 60,04 40,02
D-A 4:1 208,91 52,23
5:1 >500 >500
5:2 68,53 27,41
5:3 344,45 206,67
5:4 <1 <1
6:1 >500 >500
1:1 34,10 34,10 0,69 0,84
1:2 20,68 41,36 0,72 0,83
1:3 15,75 47,25 0,78 0,88
1:4 14,88 59,53 0,95 1,06
2:1 34,82 17,41 0,46 0,59
23 037 41,06 0,75 0,89
oL 3:1 63,14 21,05 0,68 0,91
32 56,17 37,45 0,87 1,10
4:1 57,99 14,50 0,55 0,76
5:1 93,45 18,69 0,82 1,16
5:2 48,58
553 87,63
5:4 48,64 38,91 0,85 1,05
6:1 106,77 17,79
1:1 50,27 50,27
1:2 34,04 68,08
1:3 28,04 84,13
1:4 23,40 93,59
A-L 2:1 37,97 18,98
2:3 42,30 63,44
3:1 64,34 21,45
3:2 58,30 38,86
4:1 0,92 0,23

Tabla 19. Resultados de Cl y FICI para las combinaciones dobles en la linea celular MCF7. En las columnas
de concentracidn de ICso se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a la |Csq del
compuesto puro. En las columnas de Cl y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en amarillo los

de aditividad y en rojo los de antagonismo.
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JIMT-1

[Cso (M)
Combinacién Ratio Diosmetina Apigenina Luteolina
129,40 91,33 86,35
1:1 115,36 115,36
1:2 123,40 246,81
2:1 237,02 118,51
3:1 214,60 71,53
3:2 102,72 68,48
D-A 4:1 <1 <1
5:1 >500 >500
5:2 72,10 28,84
5:3 74,11 44,47
5:4 110,23 88,18
6:1 5,25 0,87
1:1 57,13
1:2 39,72
1:3 25,55
1:4 34,71
2:1 41,69
2:3 90,48
3:1 58,48
bt 3:2 129,70
4:1 68,78
5:1 >500
5:2 134,98
5:3 226,01
5:4 118,06
6:1 795,87
1:1 421,65
1:2 191,83
1:3 24,26
1:4 436,93
A-L 2:1 >500
2:3 >500
3:1 115,81
3:2 93,64
4:1 >500

Tabla 20. Resultados de Cl y FICI para las combinaciones dobles en la linea celular JIMT-1. En las
columnas de concentracién de ICsg se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a
la ICso del compuesto puro. En las columnas de Cl y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en

amarillo los de aditividad y en rojo los de antagonismo.

181




81

‘(epsainbz|) T-LINIf A (BY2243Q) £4DIN S24B|NJI SESUJ| SB| U S3|qOp Sauodeuiquod se| eded sewel30|0qos| “96 eansi4

wirl [uuadidy]
00'005 00001 00°00€ 00'00Z 00'00T 00'0
& 0
¢ . /- s
00T
0sT
- 00z
< 052
00E
0S€
.
. 00F
" osy
wr [unawsoig]
00052 00’00z 000sT 00'00T o0'os oo'o
s
oz
(4] 4
09
=5
a 08
00T
01
. . . ovT
B
wr [unawsoiq]
00'00r 0005 O0'00E  00'0ST 00'00Z 00'0ST 0000T 000s  00%0
® 0

05

D-A
2
-

T-LINIr

w [uyjoain] W [uijoainT]

i [uuadidy]

wirl [uuadidy]
000L 0009 000 00 00'0E 0002 00T
L]
.
-
.
wrt [ugawsoa)
00'0ZT 00'00T oo'os 00’09 oo'or 0002

wirl [unawsoig)
0000F O0'0SE OO'00E 00052 O0'00Z 000ST 00001  000S

00'o

L4DN

wirl [ujoainT) Wil [ujoain)

Wl [uuahdy)

A

1

1-a

v-a



4.12.Combinacion triple

En este caso se utilizaron combinaciones triples en diferentes proporciones o
ratios seleccionadas con el objetivo de determinar experimentalmente los valores
de ICso para cada proporcion y combinacion en cada una de las lineas celulares
utilizadas. Una vez obtenidos dichos valores, y junto con los valores de las ICso para
los compuestos puros, se utilizaron para construir los correspondientes
isobologramas de las mezclas triples (Figura 97 y Figura 98), y por tanto en 3D, asi
como para determinar los valores de FICI, tal y como se ha descrito anteriormente
con el objetivo de evaluar cuantitativamente la sinergia o antagonismo (Tabla 21y
Tabla 22). Los valores de FICI indican el tipo de interaccion que se establece entre

dos compuestos, sinergia, aditividad o antagonismo

Como se observa en la tabla para la linea celular MCF7 solo el ratio 6:4:1 muestra
sinergia mientras que el resto de ratios muestran antagonismo, aunque teniendo en
cuenta el FICI algunos se corresponden a aditividad, 2:1:1, 2:1:3, 2:2:1, 2:3:1, 3:1:2,
3:1:3,3:2:1,4:1:1, 4:1:2 y 4:2:1. En cuanto a la linea celular JIMT-1 tiene una tendencia
similar predominando el antagonismo pero si que se observa sinergia en mas ratios,
solo si se tienen en cuenta el Cl, 1:1:2, 2:3:1, 3:1:3, 3:3:1, 4:2:1, 5:1:2, 5:1:3, 5:1:4,
5:2:1,5:2:2,5:2:3,5:3:1y 6:2:1.
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MCF7

1Cs0 (LM)
Combinacién Ratio Diosmetina Apigenina Luteolina
107,30 38,45 64,79

1:1:1 41,27 41,27 41,27
2:1:1 59,79 29,90 29,90
2:1:2 60,01 30,01 60,01
2:1:3 42,93 21,47 64,40
2:1:4 40,35 20,17 80,70
2:2:1 31,67 31,67 15,84
2:2:3 37,14 55,71 37,14
1:1:2 30,50 30,50 61,00
2:3:1 35,21 52,81 17,60
2:3:2 60,53 90,80 60,53
2:3:3 45,83 68,74 68,74
2:4:1 >500 >500 251,71
3:1:1 92,53 30,84 30,84
3:1:2 67,72 22,57 45,15
3:1:3 59,39 19,80 59,39
3:2:1 53,92 35,95 17,97
3:2:2 63,27 42,18 42,18
3:2:3 66,86 44,58 66,86
3:3:1 53,71 53,71 17,90
3:3:2 63,27 63,27 42,18

DAL 4:1:1 79,83 19,96 19,96
4:1:2 76,61 19,15 38,31
4:1:4 101,40 25,35 101,40
4:2:1 49,44 24,72 12,36
4:4:1 378,05 378,05 94,51
5:1:1 154,18 30,84 30,84
5:1:2 316,47 63,29 126,59
5:1:3 101,57 20,31 60,94
5:1:4 132,58 26,52 106,07
5:2:1 276,84 110,74 55,37
5:2:2 327,68 131,07 131,07
5:2:3 176,93 70,77 106,16
5:2:4 94,86 37,94 75,88
5:3:1 >500 418,23 139,41
5:3:2 438,95 263,37 175,58
5:3:3 131,85 79,11 79,11
5:4:1 >500 >500 >500
5.4:2 >500 >500 >500
5:4:4 215,74 172,59 172,59
6:1:1 >500 103,84 103,84
6:2:1 130,15 43,38 21,69
6:4:1 <1 <1 <1

Cl FICI

<0,1 <0,1

Tabla 21. Resultados de Cl y FICI para las combinaciones triples en la linea celular MCF7. En las columnas
de concentracidn de ICso se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a la |Csq del
compuesto solo. En las columnas de Cl y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en amarillo los
de aditividad y en rojo los de antagonismo.
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JIMT-1

Cl FICI

ICs0 (LM)
Combinacién Ratio Diosmetina Apigenina Luteolina
129,40 91,33 86,35
1:1:1 268,40 268,40 268,40
2:1:1 297,69 148,85 148,85
2:1:2 191,48 95,74 191,48
2:1:3 75,24 37,62 112,86
2:1:4 84,00 42,00 168,01
2:2:1 93,54 93,54 46,77
2:2:3 110,46 110,46 165,69
1:1:2 39,49 39,49 78,98
2:3:1 39,09 58,63 19,54
2:3:2 60,53 90,80 60,53
2:3:3 64,17 96,26 96,26
2:4:1 315,67 >500 157,84
3:1:1 305,75 101,92 101,92
3:1:2 425,92 141,97 283,95
3:1:3 60,22 20,07 60,22
3:2:1 110,85 73,90 36,95
3:2:2 116,47 77,64 77,64
3:2:3 106,49 70,99 106,49
3:3:1 68,23 68,23 22,74
3:3:2 103,64 103,64 69,09
DAL 4:1:1 284,20 71,05 71,05
4:1:2 >500 136,93 273,86
4:1:4 >500 318,11 1272,46
4:2:1 73,83 36,91 18,46
4:4:1 82,02 82,02 20,51
5:1:1 223,09 44,62 44,62
5:1:2 179,98 36,00 71,99
5:1:3 103,80 20,76 62,28
5:1:4 98,49 19,70 78,79
5:2:1 91,26 36,50 18,25
5:2:2 115,10 46,04 46,04
5:2:3 95,53 38,21 57,32
5:2:4 139,01 55,60 111,21
5:3:1 105,50 63,30 21,10
5:3:2 264,00 158,40 105,60
5:3:3 282,01 131,56 230,93
5:4:1 164,56 131,65 32,91
5:4:2 309,21 247,37 123,68
5:4:4 461,41 369,13 369,13
6:1:1 >500 >500 >500
6:2:1 121,38 40,46 20,23
6:4:1 138,13 92,09 23,02

Tabla 22. Resultados de Cl y FICI para las combinaciones triples en la linea celular JIMT-1. En las
columnas de concentracién de ICsg se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a
la ICso del compuesto solo. En las columnas de Cl y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en
amarillo los de aditividad y en rojo los de antagonismo.
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Apigenin (uM)

Apigenin (uM)

Figura 98. Isobolograma para la combinacién D-A-L en la linea celular JIMT-1
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5. Discusion
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5.1.0ptimizacion de la capacidad antioxidante vy

antiproliferativa de un extracto de hoja de olivo

Los resultados obtenidos tanto para el contenido fendlico, como para la capacidad
antioxidante y la capacidad antiproliferativa en los diferentes extractos de hoja de
olivo fueron inferiores a lo esperado teniendo en cuenta el valor de ICso del extracto

de origen, 7 pg/mL%2,

Con posterioridad a la realizacion de estos ensayos, el grupo colaborador de la
Universidad de Granada, grupo de procedencia de los extractos, realizé un analisis
cualitativo y cuantitativo de la composicidn de los diferentes extractos (Tabla 9)'*. Con
estos resultados se realizé el andlisis estadistico mediante un modelo lineal
generalizado para determinar los posibles candidatos de la actividad tanto
antioxidante como antiproliferativa, en el caso de la actividad antiproliferativa en
JIMT-1 se estimd que los compuestos que potencialmente contribuirian mas son el
acetoxipinorresinol y el acido ursdlico, y en el caso de la actividad antioxidante se
estimd que los compuestos que potencialmente tendrian mayor contribucién en son

la vainillina y la oleuropeina isémero 1.

Los resultados obtenidos de dicha caracterizacion explican los bajos resultados de
capacidad antiproliferativa obtenidos para los diferentes extractos de hoja de olivo si
se consideran a la diosmetina, la apigenina y la luteolina como responsables de la
misma en el extracto de origen, teniendo en cuenta los resultados previos del grupo,
ya que al ser muy baja o nula su concentracién el efecto observado es ejercido por
compuestos con menor potencial antiproliferativo, el acetoxipinorresinol y el acido

ursolico en este caso.
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Es posible que para obtener mejores resultados sea necesario realizar un proceso de
extraccién orientado a aumentar el contenido en estos compuestos, por ejemplo,
valiéndose de su caracter apolar se podria separar el extracto en fracciones segun su

polaridad para aumentar la concentracién de estas flavonas.

Pese a que, al no existir réplicas de los diferentes extractos, no se posee la potencia
estadistica necesaria para identificar estadisticamente las mejores condiciones, sin
embargo, si que se observa una tendencia en el efecto de la estacionalidad de la
recogida de la hoja. Las mejores condiciones por orden otofio, verano, primavera e

invierno.

Estos resultados se explican si tenemos en cuenta el ciclo bienal del olivo y lo
relacionamos con el aumento progresivo del contenido fendlico. Como se observa en
la Figura 22 los meses de invierno son los menos activos, metabdlicamente hablando,
en la planta y la actividad del ciclo vegetativo y reproductor va aumentando con el
paso de los meses hasta que llega al maximo de actividad en los meses de otofio.
Ademas, como defensa frente a la radiacion UV sufrida durante el verano, meses de
mayor insolacidn, se van acumulando compuestos fendlicos lo que contribuiria al

mayor contenido fendlico en el otofio.

Puesto que no se obtuvieron resultados favorables en la optimizacion de los
extractos y su composicion no fue reproducible con el extracto de origen se decidio
continuar el presente trabajo con la combinaciéon de flavonas responsables de la
actividad antiproliferativa, diosmetina, apigeninay luteolina, en el ratio de proporcion

presente en el extracto de origen®®?, 5:1:1.
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5.2.La mezcla de flavonas DAL511 presenta un efecto
antiproliferativo en modelos celulares de cancer de
mama

Para determinar la capacidad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en los modelos
celulares de cancer de mama se determind en primer lugar la viabilidad celular
mediante el contaje de nucleos con marcaje fluorescente del ADN y en paralelo en los
modelos celulares MCF10A y THV como modelo de tejido sano para determinar el

indice terapéutico.

Los resultados mostraron un efecto antiproliferativo provocado por el tratamiento
con DAL511 en todos los modelos celulares de cancer de mama utilizados, siendo este
efecto mas pronunciado si se compara con el efecto de la mezcla en un modelo celular
de tejido no tumoral, MCF10A en el caso de los tumores primarios y THV en el caso de
los tumores secundarios, por lo que se puede considerar un tratamiento con

especificidad para las células tumorales.

La excepcidn es la linea celular JIMT-1, en donde el indice terapéutico no es seguro,
es decir, que los efectos secundarios o sobre el tejido sano son demasiado altos, la
mezcla presentd indices terapéuticos estrechos, lo que dentro de los tratamientos
antitumorales es comun ya que se buscan efectos citostaticos y citotdxicos que
normalmente no afectan solo a los tumores sino también al resto de tejidos y por ello

conllevan efectos secundarios*>>**3.
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Estos resultados plantean el uso de DAL511 como posible tratamiento para el cancer
de mama en sus diferentes variantes, bien solo o en combinacién con farmacos
actuales, ya que los compuestos por separado o formando parte de un extracto vegetal
han demostrado efectos similares como la apigenina en lineas celulares de cancer de
ovario (OVCAR-3) con una ICso de 75 pM**, colon (HT-29) con una ICsode 30 uM*** o
mama (MDA-MB-231) con una ICso de 40 pM™8, la luteolina en lineas celulares de
cancer de colon (HT-29) con una ICsp de 90 uM**’, prdstata (PC-3) con una ICso de 25
uM**8 0 mama (AU565) con una ICsode 40 uM**>% y |a diosmetina en lineas celulares

|161

de cancer de higado (HepG2) con una ICso de 20 pug/ml*®, leucemia mieloide aguda
(K562) con una ICso de 7 uM*®2 o cancer de mama (MDA-MB-231) con una ICso de 25
UM%, También existen ejemplos de su efecto en combinacién con farmacos de uso en
clinica como la doxorubicina en lineas celulares de hepatocarcinoma®®* o el 5-
fluorouracilo en lineas celulares de cancer de colon®. El uso combinado de farmacos

permite obtener mejores resultados con dosis mas bajas y, por tanto, con menores

efectos adversos, que en el caso de los tratamientos oncoldgicos suelen ser frecuentes.

En el caso de los tumores HER2+ donde el IT es no seguro, habria que considerar su
uso con fdrmulas vehiculizadas para dirigir el tratamiento al tejido tumoral

Unicamente.

Sobre estas estrategias existen numerosos estudios que se basan en el uso de

167-172 173-176

nanoformulaciones!®® con nanoliposomas 0 nanoparticulas por ejemplo, y

que incluso incluyen estrategias para aumentar su especificidad mediante su

2177,178

conjugacion con anticuerpos frente a HER que han sido puestas a punto por el

grupo de investigacion en el que se ha desarrollado este trabajo.

194



El proceso de metdstasis, como se ha explicado con anterioridad, es un proceso
complejo y los estudios en modelos celulares presentan importantes limitaciones
comparados con los ensayos in vivo, por ello, en estos modelos se estudian varios
parametros o capacidades de las células tumorales relacionadas con la capacidad
metastdsica. Estos pardmetros incluyen la capacidad para la migracidn, invasion y
supervivencia en la formacion de tumores secundarios. Al mismo tiempo, los modelos
celulares permiten ensayar un nimero mayor de compuestos, mezclas y condiciones

necesarias para el desarrollo de un antitumoral.

En el presente trabajo, todas las lineas celulares utilizadas presentaron relevantes
indices de cada uno de estos parametros, que son inhibidos en mayor o menor medida,

y dependiendo de la linea celular, por la mezcla DAL.

Como modelo de aproximacion al estudio de la supervivencia en la formacién de
tumores secundarios, en este trabajo se estudid el efecto de la mezcla DAL511 sobre
la capacidad de formacidn de colonias, el cual es uno de los métodos mas cominmente
empleados para determinar esta supervivencia en modelos celulares. Este ensayo
consiste en analizar la supervivencia celular a partir de la capacidad que tiene la célula
de regenerarse tras haber sido expuesta a un agente toxico, de manera que el
comportamiento de las células in vitro nos permite estimar la posible respuesta a nivel
in vivo'’>*8 Los resultados obtenidos mostraron que la mezcla DAL511 produce una
inhibicion tanto en el nimero de colonias formadas como en el diametro de las mismas
en todos los modelos celulares de cancer de mama utilizados, poniendo de manifiesto
una reduccion de la capacidad de supervivencia y, consecuentemente, del potencial

de generacién de tumores secundarios.
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Por otro lado, pero relacionado también con la capacidad de supervivencia de las
células tumorales, la migracion y la invasidn son caracteristicas imprescindibles que
poseen estas células para desarrollar metdstasis. En la presente tesis doctoral se ha

empleado el ensayo de herida o wound healing para estudiar ambas capacidades.

Este ensayo ha sido ampliamente validado como modelo para evaluar el efecto de
los farmacos sobre estas caracteristicas!®? y permite un seguimiento temporal de

ambos procesos.

Los resultados mostraron una inhibicién tanto de la migracién como de la invasion
(Figura 99) en todas las lineas celulares de cancer de mama utilizadas, llegando a
inhibirlas casi por completo en la linea celular de cancer de mama luminal MCF7 ya
gue de por si este subtipo de cancer no posee elevadas capacidades migratorias e

invasivas.

Al igual que con la capacidad antiproliferativa existen estudios previos donde ya se
observaron estos efectos de los compuestos por separado o formando parte de un
extracto vegetal por ejemplo de la apigenina inhibiendo en un 80% la capacidad de
formar colonias en cancer de mama (MDA-MB-231) a 10 uM*#, de |a apigenina y la
luteolina inhibiendo la capacidad de invasion en un 25% y 30% respectivamente en
cancer de ovario (OVCAR-3)**, de la luteolina inhibiendo la capacidad de migracion e

invasién entorno al 70% para ambos casos en céancer de colon (SW480)*’

y de la
diosmetina inhibiendo un 40% de la invasién en hepatocarcinoma (SK-HEP-1) a 40
ug/mL. En todos los casos, los resultados vienen a confirmar lo encontrado en esta
tesis doctoral, rondando porcentajes de inhibicidn similares en todos los casos, si bien,

es necesario destacar que no se tratan de los mismos modelos celulares.
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5.3.La mezcla de flavonas DAL511 tiene efectos
citotdxicos y/o citostaticos en todos los modelos

celulares utilizados.

En el presente trabajo se ha determinado cual es el mecanismo de muerte por el cual
la mezcla DAL511 ejerce un efecto antiproliferativo sobre los diferentes modelos
celulares de cancer de mama y se llevo a cabo estudiando el efecto sobre las fases del

ciclo celular, la apoptosis, el potencial de membranay la generacion de ROS.

Los resultados para el ciclo celular mostraron para todas las lineas celulares efectos
citostaticos leves y un efecto citotdxico con un aumento significativo en la fase subG1
gue sugiere apoptosis, excepto para la linea celular de cancer de mama HER2+, JIMT-
1, donde se observo que la accion predominante era un claro efecto citostatico con
blogueo en las fases G2/M acompafiada de un efecto citotdxico con aumento leve de

la fase subG1.

Diversos autores han demostrado previamente el caracter citostatico de estos
compuestos por separado, por ejemplo la apigenina provoca bloqueo del ciclo celular
en la fase S a 20 uM en lineas celulares de céncer de ovario (OCVAR-3 y SKOV-3)** o
un bloqueo en la fase G2/M a 40 uM mama(MDA-MB-231)*, la luteolina provoca un
bloqueo de la fase G1 en una linea celular de cancer de préstata (PC-3) a 20 pM®*> o
bloqueo en la fase S a 10 pM en mama (MDA-MB-231)*¢, o |a diosmetina provoca
bloqueo en la fase S en céncer de préstata (PC-3) a 20 uM*®” o un bloqueo en la fase
Gl a 50 uM en mama (MDA-MB-231)!3, En todos los casos, el rango de

concentraciones es similar a los manejados en el presente trabajo.
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Los resultados de la Anexina-V confirman el efecto citotdxico por apoptosis como
mecanismo de muerte principal en las lineas de cancer de mama en luminal MCF7 y
triple negativo MDA-MB-231 y MDA-MB-231-BR con resultados positivos para la
poblacion Anexina-V/7-AAD +/- (apoptosis temprana) y Anexina-V/7-AAD +/+
(apoptosis tardia) a las 24 horas, excepto en el caso de MCF7 donde la poblacién

Anexina-V/7-AAD +/- solo se observa en las primeras horas de tratamiento.

En el caso de la linea celular de cancer de mama HER2+ JIMT-1 se observa un
aumento leve en ambas poblaciones correspondiente a una citotoxicidad como

mecanismo de muerte celular ya que el mayor efecto es citostatico.

También existen resultados previos donde estos compuestos por separado
mostraron inducir la apoptosis en diferentes modelos tumorales, por ejemplo la
apigenina en lineas celulares de colon (HT-29) a 15 uM?**°, de leucemia mieloide aguda
(K562) a 140 uM*®8, de ovario (OCVAR-3 y SKOV-3) a 20 uM*** o de mama (MDA-MB-
453, BT-474 y SKBr-3) en un rango de 10-20 pM®*8318° de |uteolina en lineas celulares
de glioblastoma (U87 y U-251 MG) a 40 uM*°, higado (SK-HEP-1, Huh y Hep3B) en un
rango de 20-40 uM***°2 o mama (MDA-MB-231) a 10 uM*® y diosmetina en una linea
celular de céncer de higado (HepG2) a 10 uM**3*% Jeucemia mieloide aguda (HL-60) a
50 pM*%1% g mama (MDA-MB-231) a 10 uM*®3, De nuevo, el rango de concentraciones

es similar a los manejados en el presente trabajo.

Para estudiar el efecto de la mezcla DAL511 sobre la mitocondria, se estudid el
potencial de membrana midiendo el nimero de células con despolarizacion
mitocondrial por citometria de flujo y por microscopia de fluorescencia. La mitocondria
estd altamente relacionada con los procesos apoptdticos ya que la via intrinseca de
activacion de la apoptosis, también conocida como via mitocondrial, implica proteinas
localizadas en la mitocondria como Bcl-2, Bak o el citocromo C y cursa con la

despolarizacion de la membrana mitocondrial.
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Ademas, se estudio también la generacién de ROS con la sonda fluorescente H,DCF-
DA ya que un aumento de ROS podria ser la causa del dafio mitocondrial y por tanto
del efecto citotdxico, asi como bien podria ser una consecuencia de la disfunciéon

mitocondrial ocasionada por la apoptosis.

Los resultados mostraron que para ambos ensayos la mezcla DAL511 provoca un
aumento de la poblacién celular con despolarizacién mitocondrial en las lineas
celulares de cancer de mama utilizadas, asi como un aumento en la generacién de ROS
en las lineas de cancer de mama luminal MCF7 y de cancer de mama TNBC MDA-MB-
23 y MDA-MB-231-BR mientras que en la linea de cancer de mama HER2+ JIMT-1 no
se observa, relacionandose asi el aumento de ROS con el efecto citotdxico ya que es

en esta linea donde predomina el efecto citostatico frente al citotdxico.

Como con el resto de resultados los compuestos por separado ya habian mostrado
comportamientos similares , por ejemplo la apigenina en lineas celulares de cancer de
ovario (SKOV-3) a 10 uM*°® 0 melanoma (A375) a 30 pg/mL*’, la luteolina en lineas de
céncer de la vias biliares (KKU-100) a 25 pM*®® o la diosmetina en lineas de céncer de
pulmoén (A549) a 5 pM?° 0 mama (MDA-MB-231) a 10 uM*®3, Al igual que en ocasiones
anteriores, el rango de concentraciones es similar a los manejados en el presente

trabajo.

Si se comparan los resultados publicados anteriormente en la bibliografia con los
obtenidos para la mezcla, se observa como la combinacidon consigue que las
concentraciones de los compuestos sean inferiores a las enumeradas en la bibliografia

mejorando su efectividad al utilizarse en combinacién.

Estos resultados sugieren que la mezcla DAL511 induce la apoptosis por su via
intrinseca o mitocondrial, aunque para corroborar esta hipdtesis seria necesario
estudiar el efecto de DAL511 sobre la expresion de las proteinas relacionadas con esta

via como son Bcl-2, Bak, Bax y las caspasas 3, 7y 9.
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Ademas se observa un efecto diferencial entre los diferentes modelos celulares
utilizados lo que sugiere que los compuestos estan actuando sobre diversas dianas
moleculares ya que en cada subtipo molecular estan desregulados diferentes
mecanismos y rutas de sefializacion. Algunas de esas dianas podrian ser por ejemplo

KZOl

las rutas de sefializacion de MAPK?® y PI3K!*° o0 algunos complejos ciclina-CDK?*! sobre

las que ya se conoce el efecto de la diosmetina, la apigeninay la luteolina por separado.

5.4.Absorcion intestinal y paso a través de la BHE

El modelo celular Caco-2 ha sido ampliamente utilizado para estudiar la absorcién
intestinal de compuestos bioactivos'®12°22%4 Este ensayo permite obtener los valores
de permeabilidad aparente de los compuestos a estudio, permitiendo conocer el grado

de absorcion asi como el posible mecanismo de transporte de los compuestos.

Los compuestos que poseen una elevada permeabilidad presentan valores de
permeabilidad superiores a 1x10®° c¢m/s, aquellos que tienen una permeabilidad
moderada presentan valores entre 1x10° y 1x10°® cm/s, mientras que los compuestos
que presentan una baja absorcién presentan valores inferiores 1x107 cm/s*72%, Los
resultados en este trabajo muestran que los tres compuestos en combinacion son

absorbidos en mayor o menor medida de manera moderada, siendo el que presenta

mejor absorcién la apigenina, seguido de la diosmetina y por ultimo la luteolina.

En cuanto al tipo de transporte principal, los tres entran dentro del rango de Er para
difusién pasiva, pero con ciertos matices. Por un lado, los valores obtenidos para la
diosmetina y la apigenina estan mas cercanos a 2, valores que indicarian la posibilidad
de que exista algin mecanismo de eflujo. Por otro lado, el valor de Er para la luteolina
estd mas cercano a 0,5, pudiendo indicar un posible transporte activo en menor

medida que la difusion.
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Existen estudios previos donde se evalud la permeabilidad en modelos celulares
Caco-2 de los compuestos por separado y los valores de Pap, son similares, aunque un
poco superiores a los calculados en este trabajo donde se ha estudiado la absorcion de

los tres compuestos en combinacidn para observar posibles interacciones entre ellos

150,206

El hecho de que los valores de permeabilidad de los compuestos sean inferiores
cuando son administrados conjuntamente puede deberse a distintos factores. Estos
factores incluyen que exista un efecto en el balance de concentraciones entre ellos
gue afecte su absorcion, asi como a que empeore su solubilidad, ya que cuando se ha
calculado la permeabilidad para estos compuestos utilizando extractos complejos que
los contienen en algunos casos se han obtenido resultados inferiores a los obtenidos
con los compuestos en solitario?®*. También puede deberse a que afecte al calculo de
permeabilidades el hecho de que la diosmetina puede ser metabolizada en luteolina

2207—210

por el citocromo p450 presente en las células de la monocapa Caco- variando

las concentraciones de cada compuesto determinadas.

Por otro lado, es posible que la permeabilidad moderada de estos compuestos se
deba a su baja solubilidad dado su caracter apolar, por ello algunas estrategias que
producirian un aumento de la permeabilidad de los compuestos son el uso de
formulaciones que mejoren su solubilidad como la encapsulacion en liposomas?!!. Por
otro lado, dado que los valores de Er son muy cercanos al limite de secrecién activa,
tanto para la apigenina como para la diosmetina, otra estrategia para mejorar su

permeabilidad seria el uso de inhibidores de las bombas de eflujo?°6212,

Como se ha mencionado en el apartado de la introduccién, existe una buena
correlacién entre los valores de Pacive , derivados de la P,pp obtenida en el modelo Caco-
2, con los valores de permeabilidad in situ hematoencefalica (logPS), siempre que los

compuestos no presenten eflujo (Er<2).

202



Por tanto, los compuestos que presenten valores de Pauve <5x10° cm/s se

consideraran buenos candidatos para atravesar la barrera hematoencefalica?®®.

En cuanto a los datos obtenidos para la permeabilidad hematoencefalica, los
resultados mostraron que los tres compuestos tienen potencial para ser candidatos

para cruzar la BHE con valores inferiores a 5 x10® cm/s.

Existen estudios in vivo donde tras el tratamiento, con los compuestos puros o con
formulaciones o extractos que los contenian, se ha podido detectar, en tejido cerebral
de rata, apigenina y metabolitos de diosmetina tras el tratamiento con una
formulacién a base de compuestos fendlicos?'4, apigenina a 0,82 pg/g en tejido
cerebral de rata tras el tratamiento con el compuesto conjugado con L-lisina y luteolina
a 800 ng/mL en sangre y tejido cerebral tras 4 semanas de tratamiento con el

compuesto puro por via oral?®®,

Dada la relevancia de las metastasis cerebrales, el hecho de que estos compuestos
tengan una buena absorcidn a través de la BHE abre |la puerta a futuros estudios in vivo
gue permitan valorar si la accion que presentan in vitro en el presente trabajo es

también observable en modelos animales de metastasis cerebral.

Ademas, es necesario realizar ensayos in vivo para confirmar la absorcion de estos
compuestos tanto a nivel intestinal como de la BHE, ya que de esta manera se
confirmarian los resultados in vitro y ademas se podria estudiar como es metabolizada
la mezcla DAL511 a nivel intestinal y hepatico, pudiendo estudiar el paso de la BHE por
los diferentes metabolitos que se puedan producir tras las transformaciones de las
enzimas de fase | y Il, ya que estas transformaciones podrian afectar a su actividad

antiproliferativa tanto a nivel de los tumores primarios como de las metastasis.
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5.5.Aditividad, sinergia y antagonismo en la capacidad
antiproliferativa de mezclas con diosmetina,
apigenina y luteolina

El estudio de la sinergia como aproximacion farmacoldgica es de gran relevancia
dentro del campo de desarrollo de nuevos tratamientos mas eficaces. La sinergia entre
compuestos permite reducir la dosis a administrar sin rebajar los efectos vy
disminuyendo por tanto los posibles efectos secundarios. Algunos ejemplos de ello son
la sinergia observada entre los compuestos de un extracto de Cistus salviifolius en su
actividad antimicrobiana'?! o el efecto sinérgico entre los compuestos de un extracto
de Hibiscus sabdariffa en su efecto inhibitorio de la acumulaciéon de triglicéridos en

adipocitos??®,

Existen diferentes métodos para evaluar la presencia de sinergia entre compuestos
y en este trabajo se han utilizado dos aproximaciones diferentes, una clasica como es
el calculo del FICI y la representacién de isobologramas, y otra mas actual con el
software especifico Compusyn. Hay que mencionar que los métodos del calculo de FICI
y la representacion de isobologramas son métodos tradicionales y simplificados frente
al software Compusyn que es un programa especializado en la busqueda de efectos
sinérgicos entre compuestos. Este software realiza el calculo del tipo de interaccion de
forma mas especifica y precisa puesto que es un programa especialmente disefiado
con este fin con una aproximacién matematica mas completa y adecuada, por lo que
se explican las diferencias ente los resultados de aditividad e incluso antagonismo

observados en los valores FICI que se corresponden a sinergia en los valores Cl.
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En este trabajo, el método de los isobologramas para las combinaciones dobles no
ha proporcionado unos graficos suficientemente detallados que permitan la trazada
de curvas debido al caracter dependiente de la ratio de las interacciones, por lo que
no ha resultado util en este caso, si bien se puede comprobar que las tendencias
observadas con los métodos matematicos (calculo de FICI y software Compusyn) se

confirman también en los gréficos.

Pese a estas discrepancias entre los diferentes métodos, que se ven justificadas por
las diferencias inherentes a los mismos, los resultados obtenidos son concordantes y

comparables entre si de forma mayoritaria y permiten confirmar la validez de estos.

Los resultados muestran que en ambas lineas celulares utilizadas, MCF7 y JIMT-1, la
interaccion es dependiente de la ratio, dandose tanto sinergia como antagonismo. Esto
puede deberse a que el efecto antiproliferativo se produzca por la accidn sobre
diferentes dianas que actian en combinacion, lo que explicaria los efectos sinérgicos,
y que segun el ratio de activacidon que presenten, puedan anularse entre si mediante
sistemas de regulacion de retroalimentacidon positiva, explicando asi los efectos
antagodnicos. La existencia de fendmenos de competicion por una misma diana

molecular también explicaria estos resultados.

En el caso de la combinacidn triple, se observa una tendencia mayoritaria de
antagonismo, pero si se observan las concentraciones de ICso se ve una reduccion de
las concentraciones que aporta cada compuesto en muchos casos. El hecho de que,
pese a esta reduccién, el software Compusyn y el valor de FICI den como resultado
antagonismo puede deberse a que, las concentraciones de ICsp son muy altas puesto
que se suman las concentraciones aportadas por tres compuestos, y aunque son
menores que la suma de los compuestos por separado la disminucidn no es suficiente

como para considerarse sinergia.
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Ademas, los fendmenos de retroalimentacidén y/o competicién nombrados en el
anterior parrafo para las mezclas binarias, también pueden explicar estos resultados

para las mezcla triple.

En el caso de la ratio 5:1:1, de interés por ser el presente en el extracto de hoja de
olivo de origen, se observa una reduccion de la concentracion de apigeninay luteolina,
pero un leve aumento en la concentracién de diosmetina, pero al ser este el
compuesto mayoritario fuerza el resultado de antagonismo. Para futuros estudios con
dichos compuestos seria conveniente seleccionar las ratios que presentaron sinergia,
6:4:1 siendo el Unico en el caso de la linea celular MCF7, o 4:2:1 y 3:1:3 siendo los

mejores ratios con sinergia para la linea celular JIMT-1.

Existen numerosos estudios que demuestran el efecto sinérgico entre polifenoles,
algunos de ellos, recogidos en el trabajo de revisidon sobre sinergia, compuestos
naturales y cancer realizada por nuestro grupo y en el que se ha participado como

coautora®.

Por ejemplo, una combinacion de varios extractos vegetales mostro sinergia en su
actividad protectora de la mucosa gastrical?®, la combinacién de apigenina con
curcumina en su actividad antiproliferativa en modelos celulares de pulmén**’ o con

hidroxigenkwanina en su actividad antiproliferativa en modelos celulares de glioma®3.

Entre los compuestos estudiados en este trabajo existe un trabajo publicado sobre
la combinacidn de luteolina y diosmetina en su actividad antiproliferativa en un
modelo celular de cancer de higado donde se estudié mediante el método de la
representacién grafica del isobolograma la sinergia entre ambos compuestos a una
ratio de 1:1 dando como resultado un efecto sinérgico?'?. Pese a que se ha demostrado
el caracter dependiente de la ratio de estas combinaciones y las diferencias entre
modelos celulares para la ratio 1:1 también se han obtenido resultados sinérgicos en

el presente trabajo para ambos modelos celulares estudiados.
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También existen numerosos estudios que demuestran la sinergia de los polifenoles
con otros farmacos, por ejemplo la diosmetina mostro sinergia con la eritromicina en
el tratamiento de Staphylococcus aureus multirresistente a antibidticos?'’, la

curcumina®® o los polifenoles del té?'°

en combinacién con inhibidores de la
deacetilasa de histonas aumentan su capacidad antitumoral. Existen diversos estudios
también que evidencian la sinergia entre polifenoles y farmacos antitumorales de uso

en clinica actualmente, por ejemplo la apigenina en combinaciéon con

139,164 |196 165

doxorubicina , paclitaxe o 5-fluoroacilo'®, la luteolina con cisplatino??® o

doxorubicinal’® o las catequinas del té con la terapia antihormonal antiestrogénica??’.

Todos estos resultados abren la puerta a futuros estudios en los que estos
compuestos, solos o en combinacidn, sean probados en estudios combinados con los
principales farmacos antitumorales usados en cancer de mama. Ademas, como se han
enumerado en la introduccidn, estos compuestos actian sobre dianas especificas
usadas en la terapia dirigida por lo que se reitera la hipdtesis de que son buenos

candidatos para utilizar en combinacién con dichas terapias.

Finalmente se concluyd que la obtencidn de un extracto vegetal enriquecido no es la
via mas adecuada para obtener un farmaco destinado a la terapia antitumoral, debido
ala complejidad de obtener la cantidad suficiente de una mezcla con una composicion
estable y reproducible. Por esto, es una mejor opcidn el uso de combinaciones de
compuestos puros basandose en las proporciones presentes en extractos con una

buena actividad antiproliferativa o bien en estudios de sinergia.

En el presente trabajo se selecciond primero la proporcidn presente en el extracto
de origen (diosmetina, apigeninay luteolina, 5:1:1) y una vez determinado el efecto de
la mezcla DAL511se realizd el estudio sinérgico buscando otras proporciones que

permitieran mejorar el efecto sobre los diferentes modelos celulares.
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La mezcla DAL511 ha demostrado tener potencial para su uso como agente
citotdxico/citostatico en los principales tipos de cancer de mama en combinacion con
otros farmacos antitumorales y que, ademads, tedricamente estos compuestos
tendrian la capacidad de atravesar la barrera hematoencefilica permitiendo el

tratamiento de las metastasis cerebrales, incurables en la actualidad.

Para continuar con el desarrollo de la mezcla triple, y teniendo en cuenta que los
resultados de sinergia han arrojado que existen otras combinaciones mejores, se
deberia plantear estudiar la actividad de la combinacion en las mejores ratios

obtenidas como primera aproximacion.

Posteriormente, seria recomendable realizar ensayos en modelos animales para
determinar la toxicidad oral aguda, puesto que la via de administracion recomendable
seria la oral al haber demostrado la mezcla la capacidad de ser absorbida a nivel
intestinal. La formulacion para administrar oralmente seria la misma que para los
tratamiento celulares salvo por el DMSO, quedando el vehiculo como
PBS:PEG400:Tween80 (50:40:10) al igual que se utilizdé en un estudio con extracto de
romero realizado en el grupo de investigacidn en el que se ha realizado la tesis!*.
Después serian necesarios ensayos en modelos animales con xenotrasplantes para
corroborar los efectos observados en los ensayos celulares y estudiar las posibles

combinaciones con otros farmacos.
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6. Conclusiones
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El método de obtencion del extracto de hoja de olivo no presenta una
reproducibilidad suficientemente consistente en cuanto a su composicién y, por
tanto, en su actividad bioldgica. Por ello es recomendable trabajar con
combinaciones o mezclas de los compuestos puros responsables de su actividad

bioldgica, diosmetina, apigenina y luteolina.

La principal causa de inhibicidn de la proliferacion de la mezcla de flavonas DAL511
en los modelos celulares de cancer de mama luminal (MCF7), TNBC (MDA-MB-231)
y TNBC metastasico de cerebro (MDA-MB-231-BR) es la muerte celular por
apoptosis (efecto citotdxico) con despolarizacidon de la membrana mitocondrial y
aumento de la generacion de ROS, observandose también un efecto de bloqueo
sobre el ciclo celular en la fase S (efecto citostatico). Ademas, la mezcla DAL511

posee un indice terapéutico estrecho para los tres modelos.

En el modelo celular de cancer de mama HER2+ (JIMT-1), la principal causa de
inhibicion de la proliferacidon por parte de la mezcla de flavonas DAL511 es un
efecto de bloqueo sobre el ciclo celular en G2/M (efecto citostatico),
observandose también en menor medida muerte celular por apoptosis (efecto
citotdxico) con leve despolarizacién de la membrana mitocondrial. La mezcla
DAL511 posee un indice terapéutico no seguro para este modelo haciendo

necesaria su vehiculizacién dirigida.

La mezcla de flavonas DAL511 muestra capacidad de inhibir la formacion de
colonias, la migracidn y la invasién en los cuatro modelos celulares llegando a
inhibir la invasidn por completo en el modelo menos agresivo, MCF7, y a su vez los
diferentes modelos celulares presentan diferencias en la capacidad de migracion
e invasion observandose una pérdida de dichas capacidades en el modelo de
tumor secundario TNBC, MDA-MB-231-BR frente al modelo de tumor primario

TNBC, MDA-MB-231.
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Los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina, formando parte de la
combinacion DAL511, muestran una permeabilidad intestinal moderada y su
principal tipo de transporte es la difusion pasiva en un modelo de monocapas

celulares de Caco-2.

Los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina muestran, mediante la
utilizacién de un modelo matematico, ser buenos candidatos para atravesar la

barrera hematoencefalica y ejercer su accion en el cerebro.

Los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina muestran tanto para sus
combinaciones dobles como para la combinacion triple una tendencia
dependiente de la ratio en sus interacciones sinérgicas presentando tanto sinergia
como aditividad y antagonismo, en ambos modelos celulares, segun el ratio en que

se encuentren los compuestos.

La busqueda de una mejora en la composicion de la mezcla de flavonas
diosmetina, apigenina y luteolina muestra que existen ratios, como son 6:4:1 y
4:2:1, que permiten aumentar la eficacia de la capacidad antiproliferativa de la

mezcla mediante interacciones sinérgicas.
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The method of obtaining the olive leaf extract does not have a sufficiently
consistent reproducibility in terms of its composition and, therefore, in its
biological activity. Therefore, it is advisable to work with combinations or mixtures
of the pure compounds responsible for their biological activity, diosmetin,

apigenin and luteolin.

The main cause of inhibition of proliferation of the DAL511 flavone mixture in
luminal breast cancer (MCF7), TNBC (MDA-MB-231) and metastatic brain TNBC
(MDA-MB-231-BR) cell models is apoptosis cell death (cytotoxic effect) with
depolarization of the mitochondrial membrane and increased ROS generation,
also observing a blocking effect on the cell cycle in the S phase (cytostatic effect).
In addition, the DAL511 mixture has a narrow therapeutic index for all three

models.

In the HER2+ breast cancer cell model (JIMT-1), the main cause of inhibition of
proliferation by the flavone mixture DAL511 is a blocking effect on the cell cycle in
G2/M (cytostatic effect), also observed to a lesser extent of cell death due to
apoptosis (cytotoxic effect) with a level of mitochondrial membrane
depolarization. The DAL511 mixture has an unsafe therapeutic index for this

model, making it necessary to drive your vehicle.

The mixture of flavones DAL511 shows the ability to inhibit colony formation,
migration and invasion in the four cell models, thus inhibiting the invasion
completely in the less aggressive model, MCF7, and in turn the different cell
models differences in Migration and invasion capacity, observing a loss of various
capacities in the TNBC secondary tumor model, MDA-MB-231-BR versus the TNBC
primary tumor model, MDA-MB-231.
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The compounds diosmetin, apigenin and luteolin, forming part of the DAL511
combination, showing moderate intestinal permeability and its main type of

transport is passive diffusion in a model of Caco-2 cell monolayers.

The compounds diosmetina, apigenina and luteolina determined, by means of the
use of a mathematical model, to be good candidates to cross the blood-brain

barrier and to exert their action in the brain.

The compounds diosmetin, apigenin and luteolin show both for their double
combinations and for the triple combination a trend dependent on their
synergistic interactions, presenting both synergy and additivity and antagonism, in
both mobile models, according to the index in which they are found. the

compounds

The search for an improvement in the composition of the mixture of flavones
diosmetin, apigenin and luteolin shows that they exist, such as 6:4:1 and 4:2:1,
which allow increasing the effectiveness of the antiproliferative capacity of the

mixture through synergistic interactions.
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Abstract: Breast cancer is one of the most common neoplasms worldwide, and in spite of clinical and
pharmacological advances, it is still a clinical problem, causing morbidity and mortality. On the one
hand, breast cancer shares with other neoplasms some molecular signatures such as an imbalanced
redox state, cell cycle alterations, increased proliferation and an inflammatory status. On the other
hand, breast cancer shows differential molecular subtypes that determine its prognosis and treatment.
These are characterized mainly by hormone receptors especially estrogen receptors (ERs) and
epidermal growth factor receptor 2 {HER2). Tumors with none of these receptors are classified
as triple negative breast cancer {TNBC) and are associated with a worse prognosis. The success of
treatments partially depends on their specificity and the adequate molecular classification of tumors.
New advances in anticancer drug discovery using natural compounds have been made in the last few
decades, and polyphenols have emerged as promising molecules. They may act on various molecular
targets because of their promiscuous behavior, presenting several physiological effects, some of
which confer antitumor activity. This review analyzes the accumulated evidence of the antitumor
effects of plant polyphenols on breast cancer, with special attention to their activity on ERs and 11ER2
targets and also covering different aspects such as redox balance, uncontrolled proliferation and
chronic inflammation.

Keywords: breast cancer; polyphenols; luminal; TNBC; redox balance; apoptosis; autophagy,;
inflammation; ER; I[IER2

1. Introduction

Nowadays, cancer is one of the main causes of mortality worldwide. In 2012, 14 million new cases
wete diagnosed, and there were 8.2 million cancer-related deaths [1]. Breast cancer is the most common
tumor in occidental women; one in eight women will have a breast tumor during their lifetime, and
every vear, up to 1.4 million new cases are diagnosed worldwide [1]. An annual mortality rate of about
450,000 is estimated, which accounts for 20-30% of all tumors.

Currently, treatments are based mainly on two molecular markers: hormone receptors and
epidermal growth factor receptor 2 (HER2). The expression of these molecular markers determines
both prognosis and treatment. Although new therapies against breast cancer have been able to reduce
mortality, the prognosis, especially in the more advanced stages, remains unpromising, and therefore,
further rescarch in this field is needed [2]. The main advances have been obtained for HER? positive
tumors where monoclonal antibodies such as trastuzumab (Herceptin®) have improved prognosis in
HER2 overexpressing tumors [3]. Unfortunately, even in these cases, resistance is also frequent, leading

Antioxidants 2017, 6, 88; doi:10.3390/ antiox6040088 www.mdpi.com/journal/antioxidants

243



Antioxidants 2017, 6, 88 20f24

to nonspecific therapeutic options. In addition, approximately 10-20% of breast tumors are considered
triple negative, which implies that no specific therapy is available, and only classic chemotherapy may
be applied.

In this clinical scenario, new efforts have been made to obtain new drugs for breast cancer treatment
leading to several promising molecules [4]. However, new molecules are still required. Natural compounds
from different origins such as vegetal [5], microbial [6] and marine [7] species are a source of new molecules
demonstrating activity against cancer and other diseases. These compounds derive from the secondary
metabolism of these organisms and have been selected by nature through evolution. Between natural
compounds, polyphenols have emerged as one of the main families of compounds with potential biological
activity in many diseases such as cancer [8-13], diabetes [14,15], inflammation [16-19], obesity-related
diseases [20], neurodegenerative disorders [21-23], bacterial [24-27] and viral infections [28,29] or
cardiovascular diseases [30]. In addition, they possess a relevant antioxidant activity [24,31-35], which is
the basis of part of their biological activity.

Polyphenols are widely distributed in fruits, vegetables, tea, essential oils and cereals; their
molecular structure is characterized by the presence of one or more phenolic rings substituted with at
least one hydroxyl group. Different classes and subclasses of polyphenols generate a large structural
variability that is characterized by the number of phenolic rings they possess and the moieties
that substitute their aromatic rings (see http://phenol-explorer.eu/compounds/classification for
an updated classification). The main groups of polyphenols are: phenolic acids, flavonoids, stilbenes
and lignans (Figure 1).

Polyphenols

Phenolic acids Flavonoids Stilbenes Lignans

: R3’ 2"
OB, O
3 \ 1 4R 4’
RS 6"

6 5R

OH
Anthocyanidines

Flavonols Flavanones

Figure 1. Polyphenols structure and classification.

As mentioned above, some polyphenols have demonstrated anticancer activity, showing biological
activity against most of the main cancer molecular targets such as kinases, pre- and anti-apoptotic
proteins, enzymes that regulate energy metabolism and regulatory proteins linked to proliferation and
signaling pathways [36]. Their broad activity may be attributed to several mechanisms, including
the interaction and modulation of a wide range of proteins, enzymes and membrane receptors,
regulation of gene expression, apoptosis induction, vasodilation and modulation of cell pathways [37—42].
In addition, polyphenols have preventive effects against tumor initiation through numerous
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mechanisms, such as the avoidance of genotoxic molecule formation, the blockade of mutagenic
transforming enzyme activity [43], the regulation of Phase I and Il enzymes, such as cytochrome P450s
(CYP) [44] and S-transferase (GST) [45], as well as preventing DNA damage [46,47].

For all these reasons, new treatments based on polyphenolic compounds are being studied as
an alternative and/or adjuvant therapies in these pathologies using different models [21]. Potential
benefits of their dietary intake on human health and, more specifically, on cancer risk (including breast
cancer) have been also reviewed [48,49]. Specifically, for breast cancer, interesting results have been
obtained with a mixture of tea extract and quercetin [50], with Pinus radiata [51], Indian lotus [52],
Hypogymnia physodes lichen [53], Morinda citrifolia [54] or with olive leaf extracts [55-58], among others.

This review describes the different breast cancer types, molecular biomarkers and their main
treatments. A compilation of the main molecular breast cancer targets and the use of polyphenols to
address them is reviewed, covering different aspects such as redox balance, uncontrolled proliferation
and chronic inflammation, with particular interest in ER (estrogen receptor) and HER2 and the use of
polyphenols to modulate their pathways.

2. Breast Cancer Biomarkers Determine Both Prognosis and Treatment

The identification of molecular biomarkers plays a significant role in the diagnosis and prognosis
of breast cancer. They represent therapeutic targets, and their expression is used to classify cancers
according to the different molecular subtypes (Table 1). The major biomarkers of breast cancer include
the hormonal estrogen and progesterone receptors (ER and PR) and HER2/ERBB2 and, with less
relevance, Ki-67 protein [59]. These markers have been extensively studied, and their expression
correlates with differences in tumor behavior and patient response to treatments [60,61]:

¢  Hormone receptors, ERs and PR, are the main factors responsible for hormone response. Breast
cancer is a hormone-dependent tissue, and this response is controlled by these receptors [62,63].
ER and PR expression confer a better prognosis and are the basis of hormonal therapy.

¢ HER2 is a membrane receptor involved in cell proliferation signal transduction. It is present
in normal cells and in most tumors, but in 5-15% of breast tumors is overexpressed, increasing
tumor aggressiveness [59]. These tumors are very often sensitive to treatment with anti-HER2
treatments, such as humanized monoclonal antibodies or specific inhibitors [64].

¢ Ki-67: is a protein marker that can be only detected in proliferating cells and currently is used
to rate tumor proliferation, particularly lymphomas, breast, endocrine and brain cancers [65].
Indeed, Ki-67 contributes greatly to the Oncotype score [66]. Tumors with high proliferation rates
(>15%) have a poor prognosis [65].

Using these molecular markers, breast cancer can be divided into four major molecular subtypes:
Luminal A, Luminal B, HER2 type and triple negative breast cancer (TNBC) [67-69]. This division
determines treatment as shown in Table 1. Overexpression of HER2 is related to the lack of expression
of hormone receptors in most cases. The same situation occurs with Ki67, which is usually elevated in
cells that do not express these receptors. Between Ki67 and HER2, no relationship has been found.

Table 1. Breast cancer molecular subtypes and their main treatments. Representative cell lines for each
subtype are also shown.

Subtype ER/PR HER2 Ki67 Treatment Cell lines
Luminal A +/+ — <15% Antihormonal MCF7, T47D
Luminal B +/+ —/+ >15% Antihormonal BT474
HER2-type —/— + Anti-HER2 SkBr3, AU565

TNBC —/— —/—  >15%  Chemoctherapy =~ MDA-MB231

Luminal A tumors are hormone dependent, with hormone receptors positive expression
(ER/PR-positive). They are HER2 negative and present one or two tumor grades. They represent
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30-70% of breast cancers [70-72] and have the best prognosis, with high survival and low recurrence
rates [73-75].

Luminal B tumors tend to be ER/PR-positive. They can be HER2-negative or positive; in this
last case, some authors consider it as a new sub-type called Luminal C [76], but this classification
is not widespread. They are also characterized by a higher tumor grade, a larger tumor size and
a positive lymph node dissemination. Patients with Luminal B tumors are usually diagnosed at more
advanced ages than in cases with Luminal A [75,77]. Compared to Luminal A tumors, they also tend
to have factors that lead to a poorer prognosis, mainly an increase in Ki67 protein of 15-20% [78,79].
The prevalence of Luminal B tumors is approximately 10-20% [70-72] and still shows high survival
rates, although not as high as those of Luminal A tumors [75]. Treatments for both Luminal A and B
are based on hormone therapy regimens [80], which is based on the use of SERMs (selective estrogen
receptor modulators) such as tamoxifen or fulvestrant and aromatase inhibitors like anastrozole,
exemestane and letrozole [81].

HER2-type tumors are characterized by being ER/PR-negative, overexpressing HER2, having
lymph node positive implication and present poorer tumor grade [74,75]. Patients with HER2 tumors
are usually diagnosed at an earlier age than Luminal A and Luminal B [75]. Approximately 5-15% of
breast cancers are HER2-positive [71,72] and can be treated with specific anti-HER2 drugs. This group
includes monoclonal antibodies like trastuzumab and pertuzumab and specific HER2 inhibitors like
lapatinib [64]. Before these drugs were available, HER2-type tumors had a rather poor prognosis [71,82].

TNBC encompasses all tumors that are negative for ER, PR and HER2. It is considered
the most metastatic type of breast cancer and has highly invasive properties, is larger, has a poorer
prognosis with a high probability of relapse, no response to hormonal therapy and has nodal
involvement. Around 10-20% of tumors correspond to triple negative tumors [70-72]. There are
several approaches to counteract TNBC, but all based on classical chemotherapy using anthracyclines,
taxanes, poly(ADP-ribose) polymerase protein inhibitors and platinum-containing chemotherapeutic
agents [83].

3. Breast Cancer Signatures and Polyphenols

3.1. Redox Balance

Oxidative stress is caused by an imbalance between the production of reactive oxygen species
(ROS) and the efficacy of the endogenous antioxidant system. Tissues are continuously exposed to
free radicals derived from metabolism or due to external factors such as pollution or radiation [84-86].
In fact, ROS participate in physiological functions such as metabolism signaling and defense
against infections [87,88]. However, uncontrolled ROS production or accumulation can induce
lipid peroxidation, protein modifications and DNA damage. These events lead to membrane
alterations, protein dysfunctions and genetic alterations, all of which are linked to carcinogenesis and
tumor progression.

Balance between oxidant species and antioxidants (redox balance) is essential to maintain a healthy
cell status. Breast cancer is characterized by a systemic prooxidant status [89], and an increased ROS
presence is determinant for some relevant events such as tumor progression mediated by stromal
cells [90]. However, ROS can play a dual role [91], not only in breast [92], but in all cancers. Cells have
several mechanisms to transform and eliminate ROS and avoid their harmful effects, such as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) or glutathione peroxidase (GTX) enzymes [93-95]. The synergistic
action between these enzymes, vitamins and exogenous antioxidants such as polyphenols allows
neutralizing free radicals and modulating cellular signaling [96].

Initially, increased ROS production leads to a pro-oncogenic situation as it provokes two crucial
effects: mitochondrial dysfunction that conduces to protein oxidation, lipid peroxidation and DNA
damage. On the other hand, once tumor cells have developed, an increase in ROS presence can lead to
tumor cell death. This fact has been linked to some anticancer drugs such as doxorubicin and paclitaxel.
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Polyphenols can participate in these two situations. First, it is generally admitted that polyphenols
are antioxidants and therefore counteract ROS production and inhibit oxidative DNA damage and
mitochondrial dysfunction by acting as chemo-preventive agents [97,98]. For this reason, the preventive
character of pelyphenols acquired through diet in diseases such as cancer [99,100], diabetes [101,102]
or atherosclerosis [103,104] has been studied.

However, there is increasing evidence suggesting that under certain conditions, polyphenols can
act as prooxidants, leading to tumor cell death [105,106]. For example, it has been shown that in systems
containing active redox metals such as copper, some polyphenols show prooxidant activity, catalyzing
their redox cycle and leading to ROS formation [107,108]. Since copper levels in cancer cells compared
to healthy cells are increased [109], this prooxidant mechanism would present preferential cytotoxicity
against cancer cells, leaving the normal cells undamaged. This effect has been demonstrated using
polyphenols like luteolin, apigenin, epigallocatechin-3-gallate and resveratrol [110].

3.2. Uncontrolled Proliferation

One of the main characteristics of tumor cells, no matter their origin, is their ability to grow and
proliferate in an uncontrolled way. Cellular proliferation is mainly linked to cell cycle progression.
This cycle shows different checkpoints in which the cell examines the internal and external signals
and decides whether to proceed with cell division or not. This uncontrolled cell division is caused
by a malfunction of these checkpoints in the cell cycle [111,112]. The most important regulators
of the cell cycle are proteins called cyclins, enzymes called cyclin-dependent kinases (CDKs) and
anaphase-promoting enzymatic complex (APC/C) [113,114]. In addition, the active CDK complexes
are regulated by binding to CDK inhibitors (p21 and p27) and by other kinases and phosphatases,
which control the cell cycle by balancing CDK activity. Variations in the concentration of these
inhibitors can alter the normal sequence of the cell cycle as occurs in some tumors or in aged cells.

Polyphenols can act by modulating cyclins, Cdks or APC/C causing cell cycle arrest [115,116].
This cytostatic activity has been also studied in breast cancer, where some polyphenolic compounds
have demonstrated their cytostatic activity. For example, ginnalins A-C induce cell cycle arrest in
the S and G2/M phases in colon cancer HCT-116 cells and breast cancer MCF-7 cells by decreasing
cyclin A and D1 levels [117]. Green tea polyphenols induce cell cycle arrest at G1/GO0 phase in breast
cancer MCF-7 cells [118]. Polyphenolic extracts from hawthorn fruit have shown a cytostatic effect on
MCEF-7 breast cancer cells by blocking the cycle in 8 phase [119]. Ellagic acid induces cell cycle arrest at
G0-G1 in human breast cancer MCF-7 cells mediated by a cyclin A2 and cyclin E2 downregulation
and an upregulation of the CDK-inhibitors p21<P!, p15 and p19 [120].

In addition to cytostatic activity, however, uncontrolled proliferation can be also treated through
cytotoxic mechanisms like apoptosis, autophagy, necrosis or necroptosis. Polyphenols can participate
in all these mechanisms as described below.

3.2.1. Apoptosis

Apoptosis is the main mechanism of cell-programmed death. It is characterized by a series
of molecular processes that result in cell membrane blebbing, nuclear and chromosomal DNA
fragmentation, chromatin condensation, fragmentation and the translocation of phosphatidylserine to
the outer face of the plasma membrane, which means that they are eliminated by macrophages [121-123].

There are two different apoptotic pathways, mainly differentiated by their starting stimuli. These
two pathways may overlap and share some molecular targets as caspases [121]. On the one hand,
the extrinsic pathway is mediated by ligands that bind to receptors on the cell surface. Alternatively,
the intrinsic pathway is mediated by cellular stress or by DNA injury. There are several molecular
mechanisms that tumor cells use to suppress apoptosis. For example, tumor cells may acquire resistance
to apoptosis by downregulation of anti-apoptotic Bel-2 expression or mutation of the pro-apoptotic
BAX protein. Expression of both is regulated by the tumor suppressor gene p53 [124], which is mutated
in a large number of cancer types [125].
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As occurred in previous sections, polyphenols can act over different stages of apoptosis. For
example, anti-apoptotic Bcl-2 expression is decreased in human breast cancer cell lines, MCF-7 and
T47D with a silibinin treatment [126]. Besides, silibinin upregulated phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate-3-phosphatase (PTEN) and caused a slight increase in p2l, thus promoting
apoptosis [127,128]. The treatment with Annurca apple polyphenclic extract increases the levels of p53,
p21 and the pro-apoptotic ratio of Bax/Bcl-2 in parallel with caspase-9, -6 and -7, in MCF-7 breast cancer
cells [129]. Fruit peel polyphenolic extract from different sources (red grape, blackberry, black cherry,
black currant, elderberry, blackthorn and plum) induced caspase-dependent cell death associated
with an increase in oxidative stress, causing the release of pro- and anti-apoptotic mitochondrial
proteins from the Bcl-2 family in breast cancer MCF-7 cells [130]. Oleuropein induced apoptosis due to
upregulation of both p53 and Bax gene expression levels and downregulation of Bcl2 in human breast
cancer MCF-7 cells [131] and in the HepG2 human hepatoma cell line [132].

Tea polyphenols such as epigallocatechin gallate (EGCG) downregulate telomerase activity in
breast cancer cells thereby increasing cellular apoptosis and inhibiting cellular proliferation of MCE-7
and MDA-MB-231 breast cancer cells [133]. They can alsc inhibit cell growth and induce apoptosis
through downregulation of survivin expression, a member of the inhibitor apoptosis protein family
(IAP) that inhibits caspases and blocks cell death [134]; this effect has been observed in MCF-7, SK-BR-3
cells and MDA-MB-231 breast cancer cell models [135,136].

Artichoke polyphenols modify Bcl-2 and BAX expression in human breast cancer cell line
MDA-MB-231, leading to a pro-apoptotic situation [137], which was accompanied with the upregulation
of p21 [138].

Finally, other widely-distributed polyphenols such as resveratrol [139], quercetin [140] and
catechin [141], promote apoptosis by decreasing [AP1 and survivin expression and increasing FAS
ligand and its receptor [142] expression.

3.2.2. Autophagy

Initially, autophagy or cellular autodigestion is a route involved in the degradation of proteins and
organelles that may be important in the pathogenesis of some diseases. Dysfunctions in the autophagy
process are associated with cancer [143-145], neurodegeneration [146,147], aging [147,148] and
infections [149,150]. The major proteins involved in the regulation of autophagy are the mammalian
target of the rapamycin (mTOR), phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), AKT kinase (AKT), Beclin-1
and p53 [151]. Activation of the PI3K/AKT pathway implies mTOR activation, leading to autophagy
inhibition [152]; on the contrary, mTOR inhibition is related to autophagy activation. In addition to
mTOR, there is a family of proteins called ATG (autophagy-related protein), such as LC3, ATG5 or
ATG12, that are also involved in the regulation of this mechanism.

Some polyphenols can induce tumor cell death through autophagy activation; for example, Solanum
nigrum L. extract decreased p-AKT levels causing mTOR inactivation and triggering autophagy in
AUS565 human breast cancer cells [153], as well as blueberry polyphenols in MDA-MB231 cells [154] and
grape skin extracts in a murine model of breast cancer [155]. Mango polyphenols cause downregulation
of mTOR in human breast ductal carcinoma in situ xenograft models [156].

Resveratrol increases levels of LC3 and its lipidic form, LC3-II, which induces autophagy [157]
in human breast cancer MCF-7 cells [158], as well as polyphenol-enriched extract of Pimenta dioica
berries does in human breast cancer MCE-7, MDA-MB231, SkBr3, BT474 and T47D cells [159] and
carnosol in MDA-M231 cells [160]. In another study, it was observed that LC3-1I, Beclin 1 and Atg 7
were significantly upregulated by resveratrol [161], inducing autophagy.

3.3. Chronic Inflarnmation and Pro-Inflammatory Factors

Chronic inflammation has been linked to the development of some tumors [162-164], and it
is known that diseases such as pancreatitis [165], hepatic steatosis or Crohn’s disease [166], which
present chronic inflammation, significantly increase the risk of cancer. This direct relationship with
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cancer development is also observed in infectious diseases that produce inflammation, such as
hepatitis [167,168] or stomach infection by Helicobacter pylori [169-171].

Cell signaling by inflammatory cytokines had been shown to promote the development of
cancer [172,173]. However, it was not until 2008, when the direct link between inflammation and
cancer was first established, when it was observed that chronic inflammation causing DNA damage
led to cancer development [174].

The abilities to inhibit or block the activity of NF-kB [175,176], cyclooxygenase (COX-2) [176-178]
and lipoxygenase (LOX) [178,179] are the main causes of the anti-inflammatory capacity observed for
polyphenols; thus, the role of phytochemicals in these pathways and in cancer-related inflammation
has been extensively studied [180]. In this regard, individual polyphenols such as curcumin,
EGCG and resveratrol have been reported to show anti-inflammatory effects [180], most of them
by reducing NE-«B activation or expression. In addition to individual compounds, cocoa polyphenols
decreased the nuclear levels of NF-«kB and the expression of pro-inflammatory enzymes such as
COX-2 and inducible NO synthase. Additionally, cocoa polyphenols effectively downregulated
the levels of inflammatory markers induced by tumor necrosis factor-alpha (TNF-«) by inhibiting
NF-«B translocation and JNK phosphorylation [181].

Pomegranate polyphenols also demonstrated anti-inflammatory activity as they were able to
decrease NF-«kB [182] and Nrf-2 [183] pathways in breast cancer cells. Cranberry extract also showed the
ability to modulate PI3K/AKT, MAPK/ERK and STAT3 pathways, central nodes in the inflammatory
signaling of cancer stem cells [184].

3.4. ER and Estrogen Synthesis

Estrogens exert their biological action by binding to ER-« and ER- f3, both of which are
members of the nuclear receptor superfamily of transcription factors. Although both ERs can develop
estrogen-related responses, ER-c is the one that plays an important role in breast cancer (in this review,
the term “ER” is used for “ER-«”).

The effects of polyphenols on ER and estrogen pathway is mainly based on three actions:
anti-estrogenic mechanisms [185-187], changes in ER expression and aromatase modulation [188-190]
(Figure 2). Anti-estrogenic mechanisms are based on the structural similarities between some groups of
flavonoids, such as isoflavones and lignans, and estrogens. In fact, these compounds are considered as
phytoestrogens [191-197] due to their natural origin and their ability to interact with ERs. Polyphenols
may exert different effects according to the dose administered. Low dose treatments have an activating
effect on the estrogen receptor, which triggers the proliferative response favoring tumor development.
Conversely, high concentrations promote processes such as apoptosis or cell cycle blockage resulting
in antitumor effects as mentioned above. In addition, ER expression is also regulated by some
polyphenols, for example, EGCG, which downregulates ER-« protein, mRINA and gene promoter
activity in MCE-7 [198] and ER and PR in T-47D [199] cell lines. There are so many additional examples
of flavonoids, like apigenin, luteolin myricetin, anthocyanidins or quercetin, and other compounds,
such as stilbenes, ellagitannins, sulforaphanes, curcuminoids and tocopherols, among others, that are
extensively reviewed [197,200].

Aromatase enzyme, a member of the CYP superfamily of enzymes, is encoded by the CYFP19 gene
and supposed to be another target of breast cancer. Its function is to aromatize androgens, producing
estrogens. One strategy to counteract the proliferative effect of estrogen in breast cancer is to use
aromatase inhibitors. Some polyphenols have shown aromatase inhibiting properties like biochanin A,
an isoflavone extracted from red clover, and genistein, which have been reported to inhibit the activity
of the aromatase enzyme in SK-BR3 [201]. Resveratrol also inhibits aromatase by significantly reducing
the CYP19-encoding mRNA abundance in SK-BR-3 cells [202]. Isoliquiritigenin inhibited aromatase
mRNA expression and suppressed the activity of CYP19 promoters [.3 and II in MCF-7 cells [203].
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Figure 2. Estrogenic response can be modulated by polyphenol activity. ER activation leads to cell

proliferation by activating estrogen response element (ERE)-controlled genes, including their own
ER gene (ESR1). Some polyphenols are able both to inhibit ER activity (antiestrogenic action) or
ER expression and consequently reduce cell proliferation. The ER activity can also be regulated by
some transactivation pathways including the Ras/Raf, PI3K/Akt, AMPK or PKC pathways; all of
them can be also modified by polyphenols. ESR1 gene expression can be also regulated by epigenetic
modifications through chromatin modifying enzymes such as DNMT (DN A methyltransferases) and
HDAC (histone deacetylases). Finally, estrogen synthesis from androgens by aromatase can be also
blocked by some polyphenols.

Besides the above-mentioned mechanisms, some polyphenols are able to transform ER-negative
phenotypes into ER-positive, thereby improving prognosis and allowing treatment with SERMs
such as tamoxifen. This transformation may be due to epigenetic modifications mediated by
chromatin modifying enzymes such as DNMT (DNA methyltransferases) and HDAC (histone
deacetylases) [204-206]. Methylation of the ESR1 gene enceding for ER is associated with
the ER-negative phenotype and therefore supports the hypothesis that treatment with DNMT
inhibitors and HDAC activators can promote ER expression by reversing the ER-negative phenotype
to ER-positive [207]. Green tea polyphenols have been shown to modify chromatin by inhibiting
DNMTs and eliciting ER expression in the TNBC MDA-MB231 cell line [208]. Tt has also been observed
that with a combined treatment of green tea extract and broccoli shoots, the epigenetic reactivation
of IR is triggered, which in turn increases the sensitivity to tamoxifen in ER-negative breast cancer
MDA-MB-231 and MDA-MB-157 cells.

3.5. HER2/ErRB Quverexpression

HER?, also termed ERBB2 or EGFR2, is overexpressed in more than 30% of breast cancers and has
been shown to play an important role in the progression of certain aggressive breast cancers. HER2 is
a trans-membrane receptor tyrosine kinase that activates multiple proliferative signaling pathways,
including PI3K/Akt and Ras/MAPK. Upon activation, HER2 can both homo- or hetero-dimerize with
other HER family receptors, leading to signal transduction and cell proliferation (Figure 3). This is
the main reason for which HER2 overexpression conduces to an abnormal proliferation and cancer
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spread. In addition to this main mechanism, however, it has also been shown that several apoptotic
mechanisms are deregulated in cells overexpressing HER2 [209,210], and some anti-apoptotic proteins
including Bel-2, Bel-xL and Mcl-1 are overexpressed [211]. These two additional mechanisms contribute
to tumor cell survival and the spread of the cancer (Figure 3).

HER4-HER2 HER3-HER2 HER2-HER2 HER2

1000000 . SO000INENNNNIRRONN L3 HERZ teee
es0s0e &  sscesesssceccsseser 1o EXPIESS DN essen

A

- s HERZ |
; ‘ |§ ‘ activation
4 :
Activated Hsp90 —-‘
Apoptosis '— HER2

3'/ Polyphenols
Antiapoptotic Ej. Luteolin,
proteins Curcumin, EGCG
@ -
/ Proliferation

degradation
Proteasome
Polyphenols
Ej. Apigenin,

Curcumin

Polyphenols
Ej. Apigenin,
Curcumin

Polyphenols——| FAS expression

Ej. EGCG, Curcumin

Figure 3. Polyphenols modulate the HER2 pathway. The HER2 membrane receptor, when activated,
dimerizes with other HERZ (homodimerization) or other HER family receptor (heterodimerization)
and transduces proliferation signals to downstream pathways such as the Ras/Raf or PI3K/Akt routes.
This activation also inhibits apoptotic signals and promote antiapoptotic mechanisms. In addition,
HER?2 expression can be modulated by FASN, and some polyphenols are able to modify this action by
actuating on FASN activity and /or expression. Finally, Hsp90 chaperone is required for HER2 to be
functional, and some polyphenols modify this interaction leading to HER2 degradation by proteasome.

Nowadays, the most commonly-used therapy against HER2-positive tumors is the monoclonal
antibody trastuzumab [212]. This treatment has positively revolutionized the prognosis of this kind
of tumor; however, the main problem presented by these patients is the development of resistance
to trastuzumab. Polyphenols can sensitize HER2-positive cells through different mechanisms: by
decreasing its activation or downloading its expression. For example, some secoiridoids such as
oleuropein promote a downregulation of HER2 by blocking ATP binding to the tyrosine kinase domain
of the protein [213,214]. Silybin and silybin-phosphatidylcholine exhibit dose-dependent cell growth
inhibitory effects and downregulation of HER2 in SkBr3 cells [215]. Apigenin induces apoptosis
by depletion of HER2 protein and, in turn, suppression of signaling of the HER2/HER3-PI3K/ Akt
pathway [216]. HER2, p-Akt, p-MAPK and NF-kB oncoprotein levels decreased in a dose- and
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time-dependent way in BT-474, MCE- 7, MDA-MB-231 and SkBr3-hr (a herceptin-resistant strain from
SkBr3 breast cancer cells) when treated with curcumin [217].

On the other hand, HER2 needs to interact with Hsp90 and its chaperone to acquire its
function [218,219], so another possible therapeutic approach is the use of inhibitors of the HER2-Hsp20
binding, causing the dissociation of HER2 from its chaperone and, consequently, leading to HER2
degradation by the proteasome [220,221]. It has been observed that some polyphenols such as
luteolin [222], geraniin [223], curcumin [224] or EGCG [225] are inhibitors of Hsp90 and therefore affect
the HER2-Hsp90 binding.

Fatty acid synthase (FASN) has been linked with several types of cancer [226]. Overexpression
of HER2 has been shown to increase FASN translation, which alters the activity of the mTOR and
the PI3K/AKT signaling pathway in breast cancer cells [227]. FASN inhibition induces apoptosis and
creates cytotoxicity [228-230], but also causes a marked decrease in the active forms of the HER2 protein,
indicating that the HER2 oncogene presents positive feedback with FASN to ensure de novo overactive
biogenesis of fatty acids., Consequently, FASN inhibition correlates with an inhibition of HER2
(Figure 3). Some polyphenols, such as curcumin [231], some olive oil lignans [232] and EGCG [233]
have shown anticancer activity on HER-positive models through this FASN-linked mechanism.

4. Conclusions

Breast cancer is a heterogenic oncological disease in which, in addition to common cancer
signatures, estrogenic response and HER2 expression constitute two clinical and molecular targets that
must be taken into account.

As stated in this review, polyphenols are natural compounds that have demonstrated antitumor
activity reaching different molecular targets. Some of them, especially EGCG, curcumin and
flavonoids, such as luteolin, apigenin or quercetin, seem to be the most promising ones according to
the current studies. Their promiscuous activity against different molecular targets is quite relevant and
suggests that multitargeting therapy can be a future strategy for breast cancer treatment. However,
additional aspects such as polyphenols” bicavailability and toxicity must be addressed. Polyphenols’
bioavailability has been thoroughly studied for many polyphenocls, especially those with the most
relevant biological activity [234]. In general, polyphenols” bioavailability is low, and most of them
are classified as Class IV by the Biopharmaceutical Classification System (BCS) (low permeability,
low solubility) [235]. However, numerous studies have explored strategies to increase polyphenols’
bioavailability, for example using different encapsulation techniques [236-239] or using pharmaceutical
dispersions [240]. Intravenous administration represents an option for many anticancer drugs with
poor hioavailability, so this could be a solution too for those polyphenols showing low bicavailability.

Toxicity is, as mentioned above, another relevant aspect to be studied. As occurred with their
bioavailability, polyphenols’ toxicity has been deeply studied [241-243], and in most cases, only
very high doses present relevant toxic consequences. Moreover, new approaches to predict toxicity
using bicinformatic tools such as admetSAR and DataWarrior [244,245] are also available, and new
alternative methods both reducing and/or replacing animal use have been introduced in preclinical
research (see http://www.oecd . org/chemicalsafety/testing /animal-welfare.htm). However, toxicity
should not be a major problem since polyphenols are less toxic than most anticancer drugs.

All the accumulated evidence on the in vitro anticancer activity of polyphenols, as well as
biocavailability and toxicity studies may be used to develop new anticancer drugs. Nevertheless,
much preclinical research needs to be conducted before administration to oncologic patients with
the required guaranties. Invivo studies and, especially, human clinical trials must be developed
before real clinical use. However, most of these polyphenols can be obtained from the diet, allowing
preventive or nutritional strategies that, although they must be challenged with clinical trials before
being accepted, can be implemented in the short term as dietary recommendations. Some studies have
been already conducted [48,49], but there is still a need for more evidence.
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Future research must be focused on providing new and strong evidence about polyphenols’
activity on every breast cancer signature. As mentioned above, preclinical and clinical evidence is
scarce. New studies using omic sciences and in silico approaches could provide some of the pending
results as occurred in other disciplines. Genomics, transcriptomics, proteomics, metabolomics and
fluxomics strategies are continuously increasing our knowledge about polyphenols” mechanism of
action [246,247]. In silico techniques, such as molecular docking, are being used to identify new
ligands for specific cancer molecular targets [248,249]. Epigenetic studies are also providing relevant
information [250,251] on polyphenols” effects, but a global approach using all the updated knowledge
is undoubtedly the main pending task.
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Abbreviations

HER2/ERB2Z  human epidermal growth factor receptor 2

CYP cytochrome P450s

GST s-transferase

TNBC triple negative breast cancer
ER estrogen receptor

PR progesterone receptor

ROS reactive oxygen species

SOD superoxide dismutase

CAT catalase

GTX glutathione peroxidase

CDKs cyclin-dependent kinases
APC/C anaphase-promoting complex
PTEN phosphatidylinesitole-3,4,5-trisphosphate-3-phosphatase
EGCG epigallocatechin gallate

IAP inhibitor apoptosis protein
mTOR mammalian target of the rapamycin
PIBK phosphatidylinositol 3 kinase
AKT AKT kinase

COX-2 cyclooxygenase

LOX lipoxygenase

TNF-« Tumoral Necrosis Factor-alpha
DNMTs DNA methyltransferases
HDACs histone deacetylases

FASN fatty acid synthase
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Abstract: It is estimated that over 60% of the approved drugs and new drug developments for cancer
and infectious diseases are from natural origin. The use of natural compounds as a potential source of
antitumor agents has been deeply studied in many cancer models, both in vitro and in vivo. Most of
the Western medicine studices are based on the use of highly selective pure compounds with strong
specificity for their targets such as colchicine or taxol. Nevertheless, approximately 60% of fairly
specific drugs in their initial research fail because of toxicity or ineffectiveness in late-stage preclinical
studies. Moreover, cancer is a multifaceted disease that in most cases deserves a polypharmacological
therapeutic approach. Complex plant-derived mixtures such as natural extracts are difficult to
characterize and hardly exhibit high pharmacological potency. However, in some cases, these may
provide an advantage due to their multitargeted mode of action and potential synergistic behavior.
The polypharmacology approach appears to be a plausible explanation for the multigargeted
mechanism of complex natural extracts on different proteins within the same signalling pathway
and in several biochemical pathways at once. This review focuses on the different aspects of natural
extracts in the context of anticancer activity drug development, with special attention to synergy
studies and xenohormesis.

Keywords: cancer; natural compound; synergy; xenohormesis; polypharmacology

1. Introduction

Cancer is not a single disease, but a complex clinical situation in which multiple molecular
pathways and cellular processes are compromised. Each cancer type has its own molecular fingerprint
and, at least one of the cancer hallmarks described in [1], is altered. However, in spite of this
heterogeneous situation, all cancers have a common behavior based on uncontrolled proliferation
and invasion. This invasive phenotype is the real clinical problem and, in most cases, still remains
unresolved, causing morbidity and mortality.

Anticancer rescarch and drug discovery are continuously increasing the therapeutic arsenal,
and relevant advances have been made towards individualized treatments [2-5]. New antibody-based
drugs, called biclogical treatments [6,7], have improved treatments and prognosis in some cancer
types such as breast, lung, liver cancers and lymphoma. New specific inhibitor families have also been
developed, especially against proliferation related kinases. These drugs are called “inibs” [8,9]. In this
sense, there is a tendency to look for highly specific drugs within the low micromolar range to solve
very specific, almostindividual cases. In vitro and in silico approaches have propelled the development
of these specific drugs, and our bibliography is full of these examples [10-13]. These specific drugs
follow the classic pharmacological dogma “one drug-one target”, but in spite of their undeniable value,
they lack some relevant aspects that will be discussed in the following sections.
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On the contrary, the molecular promiscuity of some molecules, especially those from natural
origin [14,15], allow them to exert a potential multitarget mechanism of action. These compounds
are able to interact with different targets, modifying different pathways or different steps of the same
signaling cascade. In addition, promiscuity is not always due to a single compound but a mixture
of compounds, as occurs in some complex natural extracts. In these cases, each compound is able
to interact with one or multiple targets, increasing the pharmacelogical promiscuity of the whole
drug. In addition, natural extracts or their main components can be combined with conventional
chemotherapy, reducing the development of resistance to antitumor drugs and toxic effects [16].

This review will be focused on discussing the advantages and drawbacks of the use of natural
extracts when compared with classical individual targeting strategy. Xenohormesis, multitargeting,
synergy and drug resistance will be the main points that will be addressed.

2. Natural Compounds, Hormesis and Xenohormesis

Chemistry and analytical advances have allowed the synthesis and characterization of millions of
new molecules for drug discovery. In some cases, synthesis was structurally guided using in silico or
structural approaches, in others, combinatorial libraries were built based on a molecular scaffold or
leads. This approach has allowed the development of new drugs not only for cancer treatment but
also for other diseases. However, all these drugs have been human-designed and lack natural origin.
On the contrary, natural extracts and their compounds have been selected for by millions of years of
evolution as complex sources of medicinal agents. This is the basis of xenohormesis hypothesis [17,18].
They present very diverse chemical structures, from the simplest phenolic acids in plants to the most
complex marine compounds [19-21]. Glycosylation, methylation and other esterifications and the
presence of other moieties, increase the number and diversity of natural compounds. This constitutes
a countless and invaluable source of new drugs. From a biomedical point of view, hormesis is
an adaptive response in which the exposure to a low dose of an environmental factor or chemical
compound, that is harmful at high concentrations, has a beneficial and/or adaptive effect on a cell or
organism. Sometimes this response is mediated by some compounds that, when incorporated in the
heterotroph diet, induce biological responses leading to pharmacological effects. This final effect is
called xenohormesis, as the final benefit is obtained by the heterotroph organism, not for the plant that
originally adapted to the stressful condition [17,18]. Xenohormesis is a way of cross-species interaction
and communication.

Although hormesis is an essential concept in evolution, xenohormesis has also
allowed the expansion and fixation of evolutionary advances in non-autotrophs organisms.
Nowadays, xenohormesis gives us a chance to obtain benefits from natural compounds and obtain
new drugs selected by nature all through the evolution process. These compounds can be used
directly for anticancer drug discovery, and also as new leads in novel developments using the classical
structurally guided or in silico approaches. This is one of the main advantages of natural extracts
and their compounds. They can be used as any other drugs, but with the benefit of being selected by
natural evolution.

3. Combined Therapies, Multitargeting and Synergy

Based on the classic pharmacological dogma “one drug-one target”, monotherapy has been the
traditional approach, not only to treat diseases, but also to find new active drugs against a chosen
target. However, presently there is evidence pointing out that combined therapies are much more
efficient than single-drug-based treatments. In this sense, combinational therapy is extended to treat
not only cancer but also other diseases, such as AIDS, bacterial infections, hypertension, metabolic or
rheumatic disorders [22].

Combined drug therapy design is a hard and challenging task. Individual and combined
actions must be characterized and it sometimes requires new preclinical and clinical trials.
In addition, these multiple comparisons are sometimes difficult to incorporate into those studies.
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Combined therapies are normally based on co-administration of two or more drugs. These combined
drugs can be based on the combination of pure compounds, or can be achieved by using drugs based
on mixtures of natural extracts.

Combined therapies are based on targeting different molecular signatures of the disease. On the
one hand, multitargeting makes drug screening more complicated as complex assays must be
developed to test all possibilities. On the other hand, multitargeting creates the opportunity to
obtain synergic interactions between the combined therapy elements and drug resistance development,
as detailed in further sections. There is a plethora of combined chemotherapy treatments covering most
of the different cancer phenotypes. In fact, most of the recommended treatment regimens include two
or more drugs, but as mentioned above, combined therapy use is not exclusive to cancer treatments,
it is also extended to other disciplines such as antimicrobial and antihypertensive diseases.

Synergy is therefore the most relevant characteristic of combined therapies, including natural
extracts. The first impetus for synergy research came from pharmaceutical legislation which demands
the verification that every compound of a combined pharmaceutical preparation contributes to the
claimed complete efficacy [22]. In terms of pharmacology, synergy is the ability of some mixtures
to be more potent than the sum of their individual components. This definition is exportable to
other disciplines and is based on the complementary as well as additive mechanism of action.
Accordingly, synergy is not an absolute factor and the pharmacological interaction between the
components of a mixture can be more or less synergic. This aspect is the main difference between
additive and synergic behavior and is sometimes forgotten by researchers and clinicians.

Another aspect to be analyzed is that a single mixture is able to perform in a different way
depending on the proportion of its components. According to this, different proportions of the same
compounds could provide different results in terms of synergy, not only in an absolute way, but also in
terms of being more or less synergic [23]. In this sense, an ideal proportion which provides the highest
synergy results is always mathematically possible.

There are several ways to develop synergy studies, but in all cases, a previous and detailed
design is required to obtain conclusive results. Most synergy studies fail because of a deficient design,
both in qualitative and quantitative ways. There are several exhaustive and relevant reviews on
synergy [22,24-26], so this review will not go deeper into how to study it. However, some aspects
about study design deserve a comment:

¢ Drug selection: The right selection of the drugs for synergy studies is the first step to succeed.
There are multiple available drugs for a single disease, but not all are suitable for a synergy
study. Drugs must be selected considering different molecular targets. If not, antagonism or
other undesired pharmacological interactions can be obtained. These different molecular targets
can be located in different molecules, in distinguished epitopes of the same molecule or even in
molecules of different pathways.

¢ Synergy study method: As mentioned above, thete are several methods to study synergy between
drugs. Quantitative methods such as Combination Index (CI) [27] or Fractional Inhibitory
Concentration Index (FICI) [14] calculation are preferred as they obtain better conclusions.

¢  Biological assay: According to the selected method for synergy studies, a robust and reliable
biological assay must be selected that allows testing a high number of samples with a large
variability in composition. Survival or viability tests are diverse and allow high throughput
screening approaches [28]. They are commonly used for anticancer compound research, but also
for most of the other areas of drug discovery in which synergy is topical, such as antimicrobial
drug discovery.

¢  Sample testing: Once the test is selected, an adequate design of the plates is also crucial.
Checkboard plate design is probably the best approach for pairwise combinations using
multi-wells plates. This strategy can be used not only for pairwise combinations but also for
3-drug combinations as shown in Figure 1.

271



Medicines 2019, 6, 6 4of 10

Compound 1

Compound 2

Compound 3

Figure 1. Checkboard plate design can be used not only for single plate experiments but also for more
complex studies using three different compounds. In these cases, the concentration of each compound
increases in one of the three dimensions (x, ¥ and z axis) as indicated in the figure.

Following these recommendations, the final results will not only be scientifically relevant, but also
comparable to other single drug or combined therapies. This will allow researchers and clinicians to
abtain better conclusions and contribute to the development of new therapeutic approaches.

4. Examples of Synergy Studies

References to synergic interactions between drugs in cancer research are abundant in the
bibliography. However, focusing on natural extract synergy studies, three main groups of examples
can be classified. The first group includes studies covering complex extracts whose components
present synergistic interactions among them. The second group includes examples of synergy between
different extracts and natural compounds of different origin. Finally, the third group comprises
examples of anticancer approved drugs combined with natural compounds or extracts. Some of the
most relevant examples of cach category are listed below and shown in Table 1.
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Table 1. Examples of synergic interactions among compounds or compounds and approved drugs in
cancer research. Main examples included in this manuscript are shown in this table, organized in rows.
First and second columns indicate the name of the components among which synergy is obtained.
Third and fourth and fifth columns show the cellular models in which synergy studies were performed

(including their origin), the main effect and the bibliographic reference.

Extract/ Compound Synergy Experimental Model (Cell Line) Effect References
Oral cancer (KB, CAL27), cclon
. cancer (HT-29, HCT116, SW480, Anfiproliferative, apoptotic
Pomegranate extract Among their compounds SW620) and prostate cancet and antioxd dant [29]
(RWEPE-1, 22R¥1)
Antiproliferative,
Pomegtanate extract Among their compounds Prostate cancer (DU 145) phozgiglf;:jgcz aa‘;i‘Az) [30
inhibition
Among theit compoundsand with . Anfiproliferative and
Grape extract “AtaC and tazofurin Leuketmia (HL-60) apoptotic [31])
Grape extract Among their compounds Celon cancer (HCT118) A““P;C;ttz;g:e and [22)
Rosemary exfract Among their compounds Colon cancer (HT-29) Anfiproliferative [33]
Ginger extract Among their compounds Prostate cancer (PC-3) Antiproliferative [34]
Graviola flavoncids Among their compounds Prostate cancer (PC-3) Antiproliferative [35]
Turmeric extract Withr . and Breast cancer (MDA-MB-453, Antiproliferative, G1 eell 136]
merle extrac oRemary compounds MDA-MB-468, and MCF7) cyclearrest
Cervical cancer (HelLa) and breast . .
Tea extract With eapsicum compounds cancer (4T1) Antiproliferative [37]
Tea extract With soy compotinds Mice in wive model Mefabolic affect [38]
Tea extract With soy compounds Prosate cancet (LnCAP) Antiproliferative [39]
xenofrasplants
Tea exfract With othets tea exfracts Review . An‘noxldant,‘ [40]
antimicrobial and antitumoral
Anfiprolifetative,
Resveratrol With quetcefin and ellagic acid Leuketnia (MOLT-4) apoptosis and cel [41,42]
cycle arrest
Prostate cancer LNCaP , PC-3 and .
Catothenolds With othet phytochetnicals DU-145) and breast cancer (MCE-7) Antiproliferative [43]
Pancreatic cancer (BxPC-3
xenogtaff, COL-257 and L3.6pl)
With eisplatin, 5-fluorouracil, arsenic  colon cancer (HT29), hepatic cancet
trioxide, doxorubicin, gemcitabine (HepG2, Hep3B, SK-Hep-1, . .
Genisted camptothecine and HEp G2 xenograft), cervical cancer antpIoliieiaiye (44
hid roxi-cam ptothecine (HeLa) ovarian cancer (DAW-42),
bladder cancer (TCC-SUP) and lung
cancer (ME-180pt, UMSCC-5)
- . Colon cancer (HT-29),
c Wlth.S ﬂuomu.racll, osaliplatin, ovatian cancer (2008 and C13) and . .
uretttnin clsplatin, etoposide, camptothecine s Antiproliferative [44]
human and rat glioblastoma
and dexorubicine
cell lines
Catcinotma d oxorubicin tesistant
. ) ) - (KB-A-1 xenograft),
(repigallocatechin-d- Wiith doxorubleln, cholangiearcinoma (Mz-ChA-1 cell Antiproliferative 144]
gallate gemcitabine and cisplatin
line and xenograft) and ovarian
cancer (SKOC3, CAOV3 and C200)
Neutoblastoma and Bdwing's
! With dexorubicin, cisplatin, atsenic satcoma cell lines, laryngeal cancet . . ‘
Quercefin trioxide and tem ozolomide (Hep2), lettkemia (U537 and HL-60) Antiproliferative (44
and astrocytoma
Resverafrol With Cisplatin and doxorubiein Acute leukernia (ML-2/DX30, Antiproliferative [44]

AML-2/DX100 and AML-2/DX300)

Pomegranate polyphenolic extracts have demonstrated numerous biological activities such as
antioxidant, cardiovascular preventive and antitumoral activities [45-48]. These extracts are enriched
in ellagitannins such as ellagic acid, punicalagin and punicalin. Synergy studies between pomegranate
polyphenols have been performed in colon cancer cells [29], prostate [30] and other cellular models [49].
Grape fruit is also a well-known source of active compounds, including resveratrol as the most
representative one. As with pomegranate, grape extracts present abundant biological activities [31,50].
In regards to cancer and synergy studies, grape polyphenols have shown synergy between them,
especially on colon cancer cell models [32]. Rosemary terpenes have also shown antitumoral synergic
activity on colon cancer cells [33]. Ginger compounds [34], graviola flavonoids and acetogenin’s action
on prostate cancer [35] are examples of synergic interactions between different compounds included
those that are present in the same extract.

In addition to single complex natural extracts, some studies have tested the synergic interactions
between different extracts and/or different natural compounds, even mixing a complex natural

273



Medicines 2019, 6, 6 6 of 10

extract with an individual natural compound. On the one hand, turmeric extracts have showed
synergic activity with rosemary extracts as well as their representative compounds, carnosic acid
and curcumin [36]. Tea natural compounds, mainly catechins, synergistically interact with capsicum
compounds [37], soy phytochemicals [38,39] and between different tea extracts [40]. On the other hand,
individual compounds such as resveratrol, quercetin and ellagic acid also interact synergistically
in human leukemia cells [41,42]. Carotenoids and other phytochemicals also presented similar
behavior [43]. Finally, natural compounds and extracts synergistically interact with clinically used
anticancer drugs as occurs between many polyphenols and anticancer drugs such as cisplatin,
doxorubicin, 5-fluoracil and others as reviewed in Reference [44].

5. Drawbacks of Using Natural Compounds

Pure natural compounds have demonstrated the same validity as synthetic or semisynthetic drugs
in drug discovery. They are single compounds with a well-known chemical structure. They can be
obtained from natural resources, in most cases using synthetic or semisynthetic approaches [51,52].
However, natural extracts, regardless of vegetal, microorganism or animal origin, are usually complex
mixtures. Two main consequences are derived from natural extract’s complexity. First, these mixtures
must be chemically characterized as much as possible. The improvement of analytical techniques
such as liquid and gas chromatography coupled to mass detection, magnetic resonance and other
approaches have permitted the characterization of very complex extracts [23,53-55]. The second
consequence is that natural extract reproducibility is sometimes difficult due to the biological
diversity of samples. This depends on origin, climate conditions, storage and extraction procedures.
However, as occurred in other disciplines, this drawback can be avoided by controlling crop conditions,
origin and extract production.

Natural compound bioavailability is also a drawback that deserves attention. Natural compounds
have very different structures and, therefore, their bioavailability depend on the individual
compound [56-58]. On the one hand, some natural compounds are quickly and fully absorbed,
reaching the plasma in their native form so providing significant plasmatic concentrations. On the
other hand, other natural compounds have scarce absorption, high metabolized rates and a fast
excretion process. In all these cases, plasmatic concentration are low and biclogical activities are
difficult to infer. Some strategies have been developed to improve natural compound bioavailability.
Such as the use of different forms of encapsulation [59]; as nanoparticles [60,61], emulsion [62] or
liposomes [63]. These approaches have been used especially to increase the solubility of highly
hydrophobic compounds and extracts, and to improve the bicavailability of hydrophilic compounds
with low stability or poor absorption [64,65]. However, in the end, natural compounds are not quite as
different to other drugs that also present bioavailability limitations, and each case must be studied
independently taking in account its solubility and the ADME processes.

Drug resistance is probably the most important problem of cancer treatments. There are many
drug resistance mechanisms [66,67] and no drug is free to develop a resistant phenotype. Once again,
natural compounds and extracts are not different to other drugs, and resistance phenomena may also
take place. Combined therapies minimize the risk of drug resistance, as tumor cells that develops
resistance against one of the drugs may be affected by other drugs or compounds present in the
same mixture. In this sense, natural pure compounds perform as any other drug and can be used in
combination to reduce resistance, but natural extracts are mixtures that may act as a combined therapy
itself, contributing to a decrease in drug-resistant phenotypes.

6. Concluding Remarks

The current state of the art shows that combined therapies using natural extracts or combination
of natural compounds and polypharmacology are quite promising. This is due to both the
synergic interactions between their components and the reduction of drug resistant phenotype risk.
Natural extracts are naturally occurring mixtures that have been selected by hormesis processes
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that can be beneficial to humans according to xenohormesis theory. They are indeed real combined
therapies that, if well selected and characterized, can be used for new anticancer drugs development.
In this sense, the design of high-quality synergy studies is crucial and a supplementary effort in this
sense is worthy.

But not everything may be considered an advantage when using natural extracts, they share some
drawbacks with conventional anticancer drugs. Poor bioavailability and drug resistance mechanisms
are as common among natural extracts as with conventional drugs. However, the polypharmacological
properties of natural extracts makes resistance more difficult and, as occurred with other conventional
drugs, bicavailability problems can be addressed using different approaches such as encapsulation.
The most important disadvantage of natural extracts is their complexity and reproducibility,
but as mentioned above, technical advances and quality controls during processing can overcome
this problem.

In conclusion, natural extracts are a promising source of new anticancer drugs, but also suppose
a challenging issue. Asin the past, natural extracts will continue to be used as sources to develop new
anticancer agents. These compounds have been selected on an evolutionary basis that may suppose an
advantage for their performance.

Nevertheless, the same criteria for safety, efficacy and quality that are required for their synthetic
counterparts must be expected. Strong efforts must be applied in extract characterization and in
synergy studies. Despite these challenges, natural extracts are an irreplaceable source of new anticancer
compounds that undoubtedly will allow the development of new anticancer therapies in the future.
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Abstract Mammalian target of rapamycin (mTOR) is a PI3K-related serine/threonine protein kinase
that functions as a master regulator of cellular growth and metabolism, in response to nutrient and
hormonal stimuli. mTOR functions in two distinct complexes—mTORC1 is sensitive to rapamycin,
while, mTORC2 is insensitive to this drug. Deregulation of mTOR’s enzymatic activity has roles in
cancer, obesity, and aging. Rapamycin and its chemical derivatives are the only drugs that inhibit
the hyperactivity of mTOR, but numerous side effects have been described due to its therapeutic
use. The purpose of this study was to identify new compounds of natural origin that can lead to
drugs with fewer side effects. We have used computational techniques (molecular docking and
calculated ADMET (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity) parameters)
that have enabled the selection of candidate compounds, derived from marine natural products,
SuperNatural IT, and ZINC natural products, for inhibitors targeting, both, the ATF and the rapamycin
binding sites of mTOR. We have shown experimental evidence of the inhibitory activity of eleven
selected compounds against mTOR. We have also discovered the inhibitory activity of a new marine
extract against this enzyme. The results have been discussed concerning the necessity to identify new
molecules for therapeutic use, especially against aging, and with fewer side effects.

Keywords: mTOR kinase; marine natural products; natural products; inhibitors; aging; obesity;
cancer; virtual screening; molecular docking; calculated ADMET

1. Introduction

The mammalian target of rapamycin (mTOR) is a highly conserved phosphoinositide 3-kinasc
(P13K-like) Ser/Thr protein kinase (UniProt P42345), which plays an important role in the center
of numerous cellular signaling pathways that control the organization of the cell’s cytoskeleton,
autophagy, metabolism, survival and proliferation, and integrates the growth factor-activated and
nutrient-sensing pathways [1]. It is known that mTOR binds to different regulatory subunits and forms

Mar. Drugs 2018, 16, 385; doi:10.3390/md 16100385 www.mdpi.com /journal /marinedrugs
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two types of protein complexes. First, mMTORC1, which is sensitive to rapamycin and is a macrolide
antibiotic produced by Streptonyces liygroscopicus that forms a complex with the immunophilin FK506
binding protein-12 (FKBF12) (Figure 1), which binds to the FKBF12-rapamycin binding (FRB) domain
of mTOR [2] and inhibits its kinase activity [3]. Second, mTORC2, in which mTOR forms a protein
complex insensitive to rapamycin [4]. In addition to mTOR, the mTORC1 complex contains the
following proteins—regulatory-associated protein of mTOR (RAPTOR), proline-rich Akt substrate
40 kDa (PRAS40), mammalian lethal with Secl3 protein 8 (mLST8), and DEP domain containing
mTOR-interacting protein (DEPTOR) [3].

ATP binding site

2258 2205

Figure 1. Secondary structure of the mTOR (residues 1376-2549)-SEC13 protein 8 (or mLST8)-FK506-
binding protein 12 (or FKBP12)-ATP-rapamycin complex. mTOR presents different colors, indicating its
structural domains [2]. mLST8 is colored green, KBP12 is colored orange, and ATP and rapamycin are
shown as spheres. CD is the catalytic domain. The ATP and rapamycin binding sites were expanded
in the boxes to the right. The figure was constructed using the structural information of the PDBs
numbered as 4]SN, 4]SP, 4]SV, 4]SX, 4] T5, 4]T6, 5WBU, SWBY, 1FAP, INSG, 2FAP, 3FAP, 4FAF, 5GPG,
4DRH, 4DRI, and 4DR], and PyMol 2.0 software (Schrodinger, Inc., New York, NY, USA) was used.

In the plasma membrane, several receptors (GPCR, G protein-coupled receptor; IGF-R, insulin-like
growth factor receptor; IR, insulin receptor) capture the signal transmitted by growth factors and
chemokines, which act as positive inputs of the mTORC1 complex, directed mainly through two
signaling pathways—PI3K/Akt [5] and Ras/Raf/MEK/ERK [6]. Additionally, nutrients such as
glucose or amino acids and the cellular energy status (high ATP:AMP ratio) are inputs positive to
the mTORC1 complex [7]. Low cellular energy levels are sensed by AMPK, which sequentially
phosphorylates the tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) and activates it, leading to the inhibition of the
mTORCT activity [8]. In poorly vascularized tumors, hypoxia conditions are predominant. Therefore,
the complete oxidation of glucose to COy, to achieve ATP and reduce power (NADH and FADH3),
is impossible. Under these conditions of the lack of Oy, glucose undergoes partial oxidation until
pyruvate (glycolysis) in the cellular cytoplasm and the NADH generated is re-oxidized, giving its
electrons to pyruvate that becomes lactate (Warburg effect) [9]. These conditiens of acidity [10] and
hypoxia [11] impede the activity of mTORCI. On the other hand, several extracellular signals [insulin,
epidermal growth factor (EGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), sphingoesine 1-phosphate
(S1P), and lysophosphatidic acid] stimulate phospholipase D, which converts phosphatidyl choline
(PC) into phosphatidic acid (PA) [12]. PA species with unsaturated fatty acid chains can dissociate
DEPTOR from mTORC1 and, thus, increase its activity [13].
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An active mTORC1 complex controls protein biosynthesis because it directly phosphorylates
two components of the biosynthetic machinery—p70 ribosomal 56 kinase 1 (S6K1-Thr*®%) and the
translation inhibitor eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) [14,15].
Only when E4-BP1 has been phosphorylated, can it be bound to eIF4E. As a result, this protein can be
patt of the eIF4F complex, which is required for the initiation of a cap-dependent mRNA translation [14].
mTORC1 also controls both membrane lipid biosynthesis, especially through two transcription factors
of lipogenic genes, namely, SREBP 1/2 and PPAR-y, and the genes of the glycolytic pathway [7].
By contrast, mTORC1 is a negative regulator of autophagy because it directly phosphorylates and
suppresses some components of the ULK1/Atgl3/FIP200 complex, which must remain active to
initiate the process of autophagy [16]. In vascularized tumors, mTORC1 plays an important role as
a central mediator of signal transducer and activation of transcription 3 (STAT3), hypoxia-inducible
factor 1o (HIF-1«x), vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), and angiogenesis, under hypoxia,
through several signaling mechanisms [17].

The biclogy of the mTORC2 complex (DEPTOR, SIN1, RICTOR, mLST8, and PROTOR) is less
known but its activity is controlled by the PIBK/Akt and WNT receptors [18] signaling pathways.
mTORC2 regulates the organization of the actin in the cytoskeleton, through various effectors,
such as paxillin, Rho GTPases, or PKC-alpha. Additionally, mTORC2 controls diverse cellular
processes, such as metabolism, survival, apoptosis, and growth, through the phosphorylation of
various effectors; particularly, it directly phosphorylates two other protein kinases, Akt-Ser®”® and
serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1 (SGK1) [7].

It was described that the deregulation of the signaling pathways, both upstream and downstream
of the mTORC1/mTORC2 is implicated in various diseases, such as aging, autoimmune disorders,
neurodegenerative diseases, diabetes mellitus type II, obesity, and cancer [19]. Several epidemioclogical
studies have related obesity to a high incidence of gastrointestinal cancers {(esophageal, gastric,
pancreatic, and colorectal) [20]. The mTOR signaling pathway plays an indispensable role in the
regulation of adipose tissue functions, such as adipogenesis, thermogenesis, or lipid metabolism.
Therefore, its modulation is important in the control of obesity, which is generated in circumstances of
an abundance of nutrients [21].

Currently, different pharmacological options have been developed to inhibit mTOR, producing three
generations of mTORC1 inhibitors, and their therapeutic efficacy and side effects are different in each
case [22]. Both rapamycin and its chemical derivatives belong to the first generation of mTORC1 inhibitors.
Despite being approved for the treatment of different types of cancer, they only cause stabilization of
the disease, and nota tumor regression. That is, they behave as cytostatic and not as cytotoxic [22]. In
addition, its continued clinical use causes numerous adverse effects, including suppression of the immune
system, renal, dermatological, and hematological toxicity, and reduction of male fertility. Thus, in the
current abundant clinical trials with rapalogs, their combination is sought, in lower doses, with other
chemotherapy or radiotherapy agents to improve outcomes and overcome resistance [23]. The second
generation of the mTOR inhibitors inhibits the catalytic kinase domain as ATP-competitive inhibitors and,
therefore, controls the activity of both mTORC1 and mTORC2. Due to the structural similarities of the
catalytic domain within the protein kinase superfamily [24], ATP-competitive inhibitors also block other
kinases [25]. Additionally, various resistant mutations that interfere with drug-binding in the mTor, have
been described in both rapalologs and kinase inhibitors [26]. A third, new-generation of mTor inhibitors
is in experimental development to eliminate the resistance, and they consist of a bivalent drug that can
bind simultaneously to the catalytic and regulator sites of the mTOR [26].

Considering the above-mentioned perspectives, the development of drugs targeted to mTOR, in
gastrointestinal cancers associated with obesity or anti-aging, is an open field. Given the abundant
structural information on the catalytic and regulator domains of mTOR, we have carried out an in
silico study, to identify new potential inhibitors. We have used molecular docking techniques to select
candidates among the compounds contained in the databases of marine natural products [27], Super
Natural I [28], and ZINC natural products [29]. The compounds that showed the best binding scores were
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subsequently filtered using criteria from pharmacodynamics, pharmacokinetics, and toxicity properties.
In a later step, we grouped the compounds with a structural similarity greater than or equal to 70%,
to choose candidates to test in vitro that are representative of each cluster. We have tested the cytotoxic
and inhibitory capacity of some compounds designed against the rapamycin binding site of the mTOR.

2. Results

2.1. Analysis of Compounds Docked to ATP and the Rapamycin Binding Sites of the mTOR Catalytic Domain

The molecular docking experiments aim to make a first selection of compounds with a low Gibbs
free energy variation value (AG, kcal/mol), and then of potentially higher affinity, starting from a library
of 484,527 compounds (including 14,442 from Marine Natural Products [27], 144,766 from ZINC natural
products [29], and 325,319 from Super Natural II [28]). We have used all the structures available, thus
far, to carry out the molecular docking at both of the ATP binding site (4]SN, 4]SP, 4]SV, 4]SX, 4]T5,
4]T6, 5WBU, 5WBY) and rapamycin (1FAF, INSG, 2FAP, 3FAF, 4FAP, 5GPG, 4DRH, 4DRI, 4DR]) binding
site. The data calculated after the molecular docking, presents, for each compound, up to twenty poses
of that compound, bound to each of the explored binding site (ATP or rapamycin binding sites, see
Figure 1) for all of the above-mentioned structures; likewise, AG was calculated. For each compound,
we chose the pose with the lowest AG against each structure and expressed the values as the means
and standard deviation. The calculated Kp (Kp = eprG/ RT) for compounds with AG < —11 kecal /mol
is in the subnanomolar range that was used as a threshold to filter the docking results [30-32]. When
the results obtained for the rapamycin binding site were analyzed, 4.8% (692 compounds) of the marine
natural product database had an average AG value less than or equal to —11 kcal/mol. More than 10%
(33,635 compounds) of the Super Natural Il had a AG < —11 keal/mol, and only 0.098% (142 compounds)
of the ZINC natural product database met that condition. Only 0.25% (820 compounds) of the Super
Natural Il had a AG < —13kcal/mol. Analysis of the molecular docking data on the ATP binding site
revealed a low number of compounds with a AG < —11 kcal/mol, only twenty-three from the marine
natural product database and a hundred and seven from the Super Natural Il database. The average AG
+ SD values for these compounds can be found in the supplementary material (Supplementary Tables
51-55). Although we filtered the complete chemical library, considering the molecular docking data, we
only discarded 89.4% of the compounds. Obviously, additional filters are needed until an approachable
number of candidate compounds are obtained to be tested in vitro. The existence of a suitable ADMET
(absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity) profile for the initially selected compounds,
will constitute the second filter, before proposing the compound candidates as the mTOR inhibitors.

We analyzed different parameters of the ADMET profile of compounds that bind to different protein
kinases—in many cases, drugs for clinical use—and for which experimental data were recorded in the
bindingDB [33]. At the time of preparing Figure 2, the search terms “protein kinase’, ‘mTOR kinase’,
and ‘PI3K” generated 125,289, 4258, and 2883 results, respectively, in the bindingDB database (https:
/ /www.bindingdb.org/bind/as.jsp). The 3D chemical structure of these compounds was downloaded
from the bindingDB; for each, the fourteen parameters represented in Figure 2, were calculated. Asshown
in Figure 2, thirteen of the fourteen analyzed parameters showed a Gaussian distribution at a frequency
where 80-90% of the values of these parameters varied by the total surface area (A), topological polar
surface area (B), calculated LogS (C), molecular weight (D), calculated logP (E), hydrogen-bond acceptors
(F), viclations of Lipinski’s rule of five (G), hydrogen-bond donors (H), drug likeness (I), drug score (J),
calculated Caco-2 permeability (K), calculated rat acute toxicity (L), calculated Tetrahynema pyriformis
toxicity (M), and calculated fish toxicity (N). The extreme values of these Gaussian distributions will be
used as a screening filter for candidate compounds against the mTOR kinase activity. Only compounds
that present the fourteen analyzed parameters, with values included between the extreme values of
the Gaussian distributions, were selected after the application of this second filter. The minimum and
maximum values of the fourteen parameters analyzed were as follows: 140 to 490 for the total surface
area, 30 to 195 for the topological polar surface area, —13 to 0.2 for the calculated LogS, 250 to 750 for
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the molecular weight, —1 to 6.5 for the calculated logPF, 0 to 13 for hydrogen-bond acceptors, 0 to 7
for hydrogen-bond donors, —10 to 10 for drug likeness, 0.05 to 0.8 for drug score, —0.16 to 1.8 for the
calculated Caco-2 permeability (LogPapp, cm/s), 2 to 3.15 for the calculated rat acute toxicity (LD50,
mol/kg), 0.1 to 1.1 for the calculated Tetraftynema pyriformis toxicity (pIGCS0, pg/L), and 0.8 to 2 for the
calculated fish toxicity (pLC50 mg/L). Up to two violations of Lipinski’s rules were admitted. After
selecting only those compounds whose physicochemical and toxicological parameters mentioned above
were within the limit values, the number of candidate compounds for mTOR inhibitors was considerably
reduced. Only fifty-one compounds (6 from the marine natural product database [27] and 45 from the
Super Natural II database [28]) were selected as candidates for inhibitors whose target was the ATP
binding site of the mTOR (see Supplementary Table 56). The number of candidates, for inhibitors against
the rapamyecin binding site, was also significantly reduced, although their number was higher—445 (137
from the marine natural product database [27], 99 from ZINC natural products [29], and 209 from the
Super Natural IT database [28]) (see Supplementary Table 57).

Among the compounds proposed as candidates for mTOR inhibitors, high structural diversity
was evident, judging by the high number of clusters in which they could be grouped—twenty-six
compounds that targeted the ATP binding site and a hundred and six that targeted the rapamycin
binding site (see Supplementary Tables S6 and S7). Figure 3 shows the Gibbs free energy variations
calculated for the compounds docked to mTOR, against both the ATP and rapamycin binding sites,
and are included in Supplementary Tables S6 and S7; in all cases, AG values were < —11 kecal/mol.
Figure 3A shows the calculated Gibbs free energy variations for the forty compounds approved by the
Food and Drug Administration (FDA) as antineoplastic drugs, after molecular docking experiments
against the ATP binding site of both mTOR and PI3K, which is a protein kinase highly related to
the mTOR. From these data, two important conclusions were obtained. First, all of the compounds
had an almost identical affinity to the ATP binding site of both protein kinases. Second, its affinity
was relatively low (about —9 kecal/mol) compared with that of the candidate compounds included in
Figure 3B, with AG values < —11 kcal/mol. As shown in Figure 3B, among the compound candidates
for mTOR inhibitors, we could distinguish both compounds whose AG were practically the same as
that of the mTOR and PI3K, and compounds that differed by up to two keal/mol, of which we would
have expected high specificity in the inhibition of both protein kinases. In a recent article [34], it was
shown that the compound “9m” showed low nanomolar activity against mTOR (ICsg =7 nM) and
greater selectivity over the related PIKK family kinases. The authors proposed a binding mode of
compound “9m” with the ATP binding site of mTOR. On the other hand, Figure 3C shows the Gibbs
free energy variations of compounds docked to the rapamycin binding site; these compounds have
been described in the literature as modulators of mTOR and have been obtained from the bindingDB
database [33] (4259 compounds, of which the 56 with minor AG are shown in the panel (C)). Here,
we could distinguish two groups, a group of compounds with a AG over —12 kcal mol and another
group with AG over —18 kcal/mol. The latter group included rapamycin and its chemical derivatives.
The compounds selected as candidates for mTOR inhibitors (Figure 3D-K) have AG values that varied
between —15 and —11 kcal/mol. Most of the compounds included in the databases, such as Super
Natural II, ZINC natural products, and, especially, marine natural products, were not commercially
available in adequate quantities and at an affordable price to carry out in vitro experiments. In fact,
commercial availability was the “third selective filter” of compound candidates for mTOR inhibitors.
The definition of clusters of compounds, with up to 70% identity in their structure, was a strategy
that enabled the use of at least one representative compound of each cluster to test their inhibitory
activity. We have not found examples in the literature of compounds, other than rapamycin or their
chemical derivatives, that target the rapamycin binding site to inhibit the enzymatic activity of mTOR.
Thus, it seemed conceptually innovative to target this regulatory site with non-rapamycin compounds.
Additionally, the observation of its crystalline structure had revealed that its cavity was much larger
than that of the ATP binding site. This would explain the greater number of candidate inhibitor
compounds that we have found against the regulatory site of the mTOR. Consequently, we selected
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eleven commercially available compounds (see Figure 4) to test their in vitro inhibitory activity on
mTOR kinase activity; each of these belonged to different clusters (except for cluster 7) with numerous
compounds, of which we chose two compounds.
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Figure 2. Analysis of the physicochemical and toxicological parameters of compounds that bind to all
protein kinases, mTOR and PI3K from the bindingDB (https:/ /www.bindingdb.org /) [33]. Gaussian
distribution of the frequency of the calculated values for different parameters: Total surface area (A),
topological polar surface area (B), calculated Log5 (C), molecular weight (D), calculated logP (E),
hydrogen-bond acceptors (F), violations of Lipinski’s rule of five (G), hydrogen-bond donors (H),
drug-likeness (I}, drug-score (J), Caco-2 permeability (K), rat acute toxicity (L), Tetrahynema pyrifornis
toxicity (M), and fish toxicity (N).
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Figure 3. Comparison of the calculated Gibbs free energy variation (AG) for the selected inhibitor
candidate compounds, against the ATP and rapamycin binding sites of the mTOR kinase. Panel
(A) shows the calculated AG values for forty compounds approved by the FDA, for clinical use
against various lypes of cancer against the ATP binding site. Panel (B) shows the AG values of the
selected inhibitor candidate compounds against the ATP binding site of mTOR, and the same selected
compounds against PI3K. Panel {C) shows the calculated AG values for fifty-six compounds registered
in the bindingDB as mTOR kinase modulators. Panels (D-K) show the AG values of the selected
inhibitor candidate compounds, against the rapamycin binding site of the mTOR. The common name
(A), CAS number (for marine natural product compounds), Super Natural 11, bindingDB (C), or ZINC
names for all compounds, is indicated below each value, in black, except for the eleven compounds
experimentally tested in this study (red color).

The Gibbs free energy variation {AG) is a representalive value of the number and intensity of the
atomic interactions, between the receptor (mTOR) and the docked compound [31]. The molecular
docking of a protein target and the small ligand compounds predict the best interaction mode
for a defined binding site. AuteDock/Vina, uses in its scoring function, the AMBER force field,
which computes the terms of the contributions of van der Waals interactions, hydrogen bonding,
electrostatic interactions, conformational entropy, and desolvation [30-32]. Figure 5 shows the
molecular interactions between the amino acids of the rapamycin binding site and the inhibitor docked
compounds. Details of the atoms involved in each type of interaction can be found in Supplementary
Figure 51. In the interaction of each of the eleven compounds and the amino acids of the rapamycin
binding site, hydrophobic interactions were predominant. In addition, most of the compounds that
are able to establish hydrogen bonds and, in some cases, saline bridges, (SN00082651, ZINC13623590})
were detected (Supplementary Figure 51).
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Figure 5. Molecular docking analysis for the 11 selected compounds against the allosteric rapamycin
binding site of mTOR, showing the interacting residues of the binding site and each type of molecular
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interaction. Each panel of this figure has been prepared using the 4DRI structure of mTOR. For
each compound docked to the protein, the pose with the lowest AG value has been shown. The
interactions have been detected with the Protein-Ligand Interaction Profiler (FLIP) algorithm [35].
In each panel the compound analyzed is indicated. Panel L shows the best pose superimposed for
each of the eleven inhibitor compounds. The full details of the molecular interactions are shown as
supplementary information.

2.2. Determination of the Cell Viability of HCT116 Cells after Trentment with Selected Inhibitor
Candidate Compounds

Cellular cytotoxicity induced by the selected experimental compounds was evaluated by both
the MTT cell viability assay and by counting the Hoechst-stained nuclei of the HCT116 human colon
cancer cell line [36]. For the MTT cell viability assay (Figure 6), HCT116 cells were treated with a range
of concentrations of each compound (0-20 uM). In parallel, treatments with equivalent amounts of
the corresponding compound solvent Dimethyl sulfoxide (DMSO) were performed up to a maximum
final concentration of 0.5% v/v. After 24 h, cell viability was determined by MTT as described in the
“Materials and Methods” section [30]. Additionally, and to confirm that the compounds were not
cytotoxic, a cell count was performed by taking microphotographs of the Hoechst-stained cells at 4x,
using the 4/,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) imaging filter cube [37] (see also Figure 6). As shown
in Figure 6, HCT116 cells were sensitive to all compounds, including rapamycin, at a concentration
of 20 uM. At this concentration, cell viability, followed by both techniques, was decreased by 20% to
80%, depending on each tested compound. If we observed the cell viability data in the presence of
concentrations no greater than 10 uM, we can establish four groups of compounds. For the compound
SN00078968, the maximum non-toxic concentration was 0.1 uM, that for compound SN00097418
was 1 uM, that for the compounds ZINC09531209, ZINC08918463, SN00081767, ZINC13623590, and
ZINC09530812 was 5 uM, and, finally, that for the compounds SN00111586, SN00150533, SNO0082651,
and SN00113250, concentrations higher than 10 uM could not be used. Keeping in mind these
maximum values of concentrations, for each compound that showed no cytotoxicity, they were then
tested as potential mTOR inhibitors.

2.3. Determination of the Inhibifory Activity of the Selected Compounds against mTOR

Anti Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2) Rabbit mAb detects P-Ser2848 in mTOR, mTOR was
phosphorylated at Ser2448 via the PI3K/Akt signaling pathway [38], and was autophosphorylated at
Ser2481 [39]. Therefore, P-Ser2481 could be considered a marker of the autokinase activity of mTOR.
Proteolysis of poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), by caspase, into an 89-kD fragment was utilized
as a marker for apoptosis [40,41]. As shown in Figure 7, while PARP cleavage was clearly detected in
HCT116 cells treated with 10 uM rapamycin, which induced caspase-mediated apoptosis, only slight
PARP cleavage was seen in the same cells treated with lower concentrations (see Figure 7A). As shown
in Figure 7, the eleven compounds evaluated showed an inhibitory activity of mTOR, at the doses
tested. The inhibition varied between 20% and 40%, with respect to the control, depending on each
tested compound and dosage. All the compounds showed a percentage of inhibition, at the tested
dose, representing approximately half of the percentage of inhibition that was achieved with the same
dose of rapamycin.
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Figure 6. Viability of HCT116 cells after treatment with selected inhibitor candidate compounds,
against the mTOR rapamycin binding site, as measured by both the MTT assay (symbols in red color)
and counting Hoechst stained-nuclei (symbols in blue color). Each compound was always compared
with rapamycin in parallel experiments. Each panel included a legend with the compounds analyzed
and methedology followed (MTT or Hoechst stained-nuclei). The values were normalized with respect
to media cultured only Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM).
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s against the rapamycin binding site of mTOR. After

incubation with different doses of all tested compounds and rapamycin or control medium (DMEM)
and the compound vehicle (DMSO), for 24 h, HCT116 cells were lysed and subjected to Western blot
analysis of total mTOR {t-mTor}) and phosphorylated mTOR (P-mTor) antibodies (Panels (A-D)). Image
quantification analysis of the Western blots presented as the ratio of P-mTor/t-mTor, in percentage,
with respect to the control (DMSO) for the (E-H) panels. Levels of PART (116 KDa) and cleaved-PARP

(89 KDa) were detected by Western blotting. [3-A
was repeated four times with similar results. ** p
compared with the control (DMSO).

ctin was used as a loading control. The experiment
< 0.01, " p < 0.001 indicate significant differences

2.4, Modulating Effect of Three Marine Extracts on the Activity of mTOR

In addition to the strategy presented thus far in our study, based on the use of mTOR structural
information to target to its ATP or rapamycin binding sites with small molecules of known structure,
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we also used three marine extracts to check the modulatory activity of mTOR (Figure 8). As shown
in Figure 8A, the viability in HCT116 cells did not decrease more than 10%, at concentrations of the
extracts that did not exceed 10 ug/mL (CR extract), 1 ug/mL (PS extract), and 5 ug/mL (NA extract).
Therefore, those maximum concentrations were used to determine their effect on the activity of mTOR.
Considering the absence of the 89-kDa fragment of PARP in the blots presented in panel B (CR
and PS extracts) and panel E (NA extract), none of the three marine extracts, used at the indicated
doses, induced apoptosis. Surprisingly, two of the marine extracts (CR and PS extracts, panels 8C
and 8D, respectively) dramatically activated the mTOR activity, increasing the P-mTor/t-mTor ratio
by more than 50%, with respect to the control. By contrast, the NA extract (Figure 8F) showed an
inhibitory effect on the mTOR activity of a similar magnitude (40% decrease with respect to the
control), to that described above, for the compounds selected based on molecular docking and ADMET
profiling experiments.
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Figure 8. Analysis of the modulatory activity of three marine extracts on the activity of mTOR. Panel
(A) shows the viability of HCT116 cells, after treatment with marine extracts against mTOR, followed
by the MTT assay. After incubation with different doses of all the tested marine extracts or control
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[compeund vehicle (DMSO)] for 24 h, HCT116 cells were lysed and subjected to the Western blot
analysis of total mTOR (t-mTor) and phosphorylated mTOR (P-mTor) antibodies (Panels B,E). Image
quantification analysis of the Western blots presented as the ratio P-mTor/t-mTor, in percentage, with
respect to the control for the (Panels C,I),F). The levels of PARP (116 KDa) and cleaved-PARP (89 KDa)
were also detected by Western blotting. (3-actin was used as a loading control. The experiment was
repeated four times with similar results. * p < 0.05, * p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant
differences compared with the control.

3. Discussion

Kinase proteins play a predominant regulatory role in cell biology because they can reversibly
modify the activity of a protein, by increasing or decreasing its activity, which may involve the
alteration of other biological activities. Additionally, the same kinases can be phosphorylated at
different amino acids, and, in some cases, can be stimulators, while others can behave as inhibitors [24].
In the cell, protein kinases exist in the basal state and are only activated, when necessary, by very
varied stimuli. Given their involvement in multiple functions of cell biclogy, the deregulation of their
activity leads to important pathologies, such as cancer, aging, and inflammatory disorders. Thus,
kinase proteins have become important pharmacological targets, and the development of inhibitory
drugs is an important scientific and medical activity against human disease. Additionally, the constant
appearance of mutations generates resistance to inhibitory drugs, representing a scientific challenge of
the first order because of the health implications that this entails.

The resolved structure from the X-ray diffraction data of the catalytic domain of the protein
kinases showed the existence of an N-ter lobe and another C-ter that formed a cleft which served as
a binding site for ATP and Mg2+. Most kinase inhibitor drugs have this cavity as a target, and this
supposes a problem of specificity when it is necessary to selectively modify the enzymatic activity of
a particular protein kinase and probably contributes to the development of side effects. To support
this assertion, we have carried out molecular docking experiments against the ATP binding site of the
catalytic domain of 12 protein kinase and have found the best docking for forty drugs approved by the
FDA, for use as antineoplastic drugs. Supplementary Figure S6 show the calculated AG (affinity) of
the binding of these drugs to the ATP binding site. These values show that there are no significant
differences for any of the molecules tested, with respect to their affinity for the ATP binding site in the
twelve analyzed kinases. Thus, in our opinion, it would be more effective, from a therapeutic point of
view, to develop inhibitors that target unique binding sites of each protein kinase, These regulatory
sites, in many cases, have not yet been described. However, in the case of mTOR, the rapamycin
binding site is known and allows specific inhibition of the mTORC1 complex, not the mTORC2
complex, which is insensitive to this drug.

Alming to identify protein kinase targets that are different from the ATP binding site, we had,
in our favor, that many kinases present modular domains (SH2, SH3) of temporary binding to other
proteins or to themselves, especially, different sites of interaction with other proteins, that are involved
in the formation of active complexes (this is the case of mMTORC1 and mTORC2) or in the transmission
of information in signaling cascades. In principle, the breakdown of any of these protein-protein
interactions might be of therapeutic interest [42,43]. Although, in this work, we presented candidate
compounds for mTOR inhibitors, targeted on the ATP binding site (Figure 3B and Supplementary
Table 56), consistent with these ideas, we have only tested, in vitro, the inhibitory activity of those
designed against the rapamycin binding allosteric site (Figure 3D-K and Supplementary Table 57).

In this study, we have presented up to a hundred and thirty-seven compounds of marine origin as
candidates for inhibitors targeted to the rapamycin binding site. However, we could not test them all
experimentally because of their lack of commercial availability. Although our group is making efforts to
offer the scientific community information on the structures of marine natural compounds [27] (with
more than 14,000 compounds) and there are also commercial databases available, such as MarinLit
(http://pubs.rsc.org/marinlit) with more than 28,000 compounds in 2016, experimentation with pure
compounds or enriched extracts is not easy. In our case, collaboration with the private sector allows access
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to the marine extracts of various species, for which we must characterize their molecular composition
and determine their possible biological effects. This is the case of the three marine extracts presented in
this study that has enabled the discovery of two extracts with activating capacity and one with inhibitory
capacity on the mTOR protein kinase. Marine environments are largely unexplored in their biodiversity,
however, undoubtedly, they harbor a huge source of potentially bicactive compounds that will allow
the development of new products of interest in the pharmaceutical, food, cosmeceutical, and chemical
industries. Despite these difficulties, eight marine natural products have been approved by the FDA as
drugs, five of them against cancer, and twelve currently in different phases of clinical trials [27,44].

The computer-aided drug design methods accumulate a long experience in the development
of small molecules with therapeutic action and reduce costs compared with high-throughput
experimental screening approaches alone [45]. The experimental data that we showed in this study
were consistent with this statement. In our case, we have explored a chemical library of 484,527
compounds and have proposed 491 compounds (51 against the ATP binding site and 445 against
the rapamycin binding site} as candidate compounds inhibitors of mTOR. Among these candidates,
we chose eleven to test their in vitro activity, and all of them showed the inhibitory capacity of
mTOR. In our opinion, much of this success was due to the strict definition of the suitable filters to
select the candidate compounds. In particular, developing a filter based on the statistical behavior
of the calculated physico-chemical and toxicological parameters (ADMET profile, see Figure 2),
for compounds registered in the bindingDB database [33] as protein kinase modulators, has made the
difference between success and failure.

In our study we presented compounds capable of reducing in vitro the activity of mTOR by 20%
and 40% (Figure 7), while rapamycin reached 60%, at similar concentrations and in the same cellular
system tested. We wondered about the possibility of these compounds being potential candidates
for further preclinical studies. mTORCI is rapamycin sensitive and acts as a major checkpoint that
coordinates the balance between cell growth and autophagy [46]. The control of mTOR activity has
interest in cancer [1], obesity [21], and aging [46,47]. At the time of writing this manuscript the search
term ‘rapamycin’ generated 1972 results in the National Institutes of Health clinical trials database
(http://clinicaltrials.gov). These data are indicative of the clinical interest in this drug and anticipates
abundant scientific information on its desirable and adverse effects. However, available clinical trials
indicate that the blocking of mTORC1 with rapalogs shows considerable adverse effects. In addition,
mTORC1 is ubiquitously expressed, reducing its effectiveness to focused therapies [22]. The use of
rapalogs has demonstrated the existence of abundant side effects—dermatological, metabolic, renal,
hematological, and respiratory toxicities, among others [48,49]. Trials in preclinical cancer models are
promising but their clinical use does not generate the expected results [50]. Several reasons may explain
the limitations of targeting mTORC1 in cancer therapy—resistant mutations of mTOR, activation of
alternate proliferative signaling pathways, and intratumoral heterogeneity of mTOR activity, among
others [22].

Given this scenario, the answer to the previous question is necessarily affirmative. In the
same sense and in relation to the association between the hyperactivation of mTOR and aging,
the development of new molecules that partially inhibit this kinase has an interest not only in basic
science but also as possible therapeutic applications. The exhaustion of stem cells in their tissues
of origin is considered the primary cause of aging. This is understood as the functional decline of
cells /organs or the accumulation of damage, and is induced by various mechanisms, including the
increased expression of inhibitory factors of the cell cycle or DNA damage, among others [51]. There is
still much to learn about the molecular mechanisms that lead to aging, but the implication of changes
in different signaling pathways with aging, is known and includes TGF-j3, p38 MAPK, JAK /STAT,
Delta/Notch, PI3K, and, of course mTOR, which represents a point of interconnection between these
ways [47]. Various evidence has maintained that like caloric restriction, without reaching malnutrition,
inhibition of mTORC1 can have similar beneficial effects on several pathologies related to age in
rodents, and in some cases, humans [47]. The existing scientific evidence shows that inhibition of
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mTORC1 with rapamycin is currently the only pharmacological treatment that increases lifespan in all
model organisms studied—invertebrates, yeasts or rodents [52]. Progress on this matter allows us to
be optimistic about the possibilities of finding the mechanisms to delay human aging. Nevertheless,
precautions must be taken because many side effects are associated with the use of rapalogs, thus,
research on this direction should be promoted in the discovery of new mTOR inhibitors.

Finally, although the main purpose of our study was focused on finding mTOR inhibitors, we
have also found two marine extracts with in vitro activating activity of this kinase (Figure 8B-D). In the
literature, few chemical activators of mTOR have been described [53,54]. Oxidized low-density
lipoprotein inhibits mTOR and induces autophagy and apoptosis in vascular endothelial cells,
which play very critical roles in cardiovascular homeostasis [54]. CR and PS extracts increase the
activity of mTOR in a proportion similar to compound 3BDO [54] and do not induce apoptosis.
Our laboratory studies the characterization of its chemical composition and its effects on different cell
types (manuscript in preparation).

4, Materials and Methods

4.1. Protein Structures of Human mTOR and PI3K Proteins and Chemical Libraries for Molecular Docking

By now, various crystal structures of the mTOR protein (UniProt P42345) have been resolved and
deposited in the Protein Data Bank. This has enabled the exploration of both the ATP binding site
(4]SN, 4]SP, 4]SV, 4]SX, 4]T5, 4]T6, 5SWBU, SWBY) and rapamycin binding site (1FAF, INSG, 2FAP, 3FAP,
4FAP, 5GPG, 4DRH, 4DRI, 4DR]), in molecular docking experiments, in which we use all available
structures. The virtual screening of ligands is more reliable if the flexibility of the receptor protein
is considered. Thus, we have used multiple crystallographic receptor conformations to perform the
molecular docking experiments [55]. The molecular docking experiments on the catalytic site of PI3K
(UniProt P48736) have been carried out on the twenty-four (1E8Y, 6AUD, 4ANV, 3154, dAWWO, 4ANW,
4HVB, 1587, 3ENE, 4WWF, 3L]3, 4GB9, 5G55, 4FUL, 5JHB, 2CHX, 2V4L, 3R7Q), 3T8M, 3ZVV, 5]HA,
3APC, 3APD, and 3ML9) resolved structures from X-ray data available in the Protein Data Bank.

Molecular docking experiments allow virtual screening of potentially modulating ligands of a
given target because they prioritize certain compounds to be experimentally tested. Therefore, in these
experiments, they require mining of long collections of chemical compounds. We have used a library
of marine natural products (14,442 compounds) [27], ZINC natural products (144,766 compounds) [29]
(http://zinc.docking.org/browse/catalogs /natural-products), and the SuperNatural II database
(325,319 compounds) [28]. The 3D structures in the sdf format of all compounds tested are available at
http://docking.umh.es/downloaddb (Chemical libraries: 2 for Super Natural II, 7 for marine natural
products, and 8 for ZINC natural products) [30-32]. Mol2 files were converted to the pdbqt format,
using the Python script “prepare_ligand4.py”, included into the AutodockTools-1.5.7.rcl [56].

4.2. Molecular Docking Procedure

Before starting the molecular docking procedure, all structures of both the mTOR and the PI3K
(see above for the PDB code) were submitted to geometric optimization, using the repair function of
the FoldX algorithm [57]. To perform docking with AutoDock/Vina software v1.1.2 [58], the receptor
and ligand structures were transformed to the pdhqt file format, which included atomic charges,
atom-type definitions, and for the ligands, the topological information (rotatable bonds) [31,32]. A grid
with dimensions of 23 x 23 x 23 points was centered to the co-crystallized ligands to ensure the
coverage of the binding site of the structure. AutoDock/Vina was set up on a Linux cluster at
lusitania2.cenits.es Linux cluster (Research, Technological Innovation and Supercomputing Center
of Extremadura [CenitS]). AutoDock/Vina generated a conformer docked to the binding site in the
protein, for each tested ligand, and calculated the Gibbs free energy variation of the binding process.
Compounds with lower AG (kcal/mol) outperformed a first screening filter, as potential candidates
for inhibitors [31,32].
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4.3. Calculation of the Pharmacokinetic Pavameters and Potentinl Toxicity Properties of the Inhibitor Candidntes

Physicochemical parameters for the best docked compounds were calculated, as described
previously [31,32], using DataWarrior v4.7.2 software (Allschwil, Switzerland) [59]. The ADMET
(absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity) properties were calculated using the
admetSAR [60] web application and the DataWarrior v4.7.2 [59].

4.4. Chemical Compounds against mTOR Kinase Activity

The compounds with the SuperNatural II IDs SN00097418, SN00078968, SN00082651,
SN00111586, SN00081767, SN00150533, SN00113250; and ZINC database IDs ZINC09531209,
ZINC13623590, ZINC08918463, ZINC09530812 were purchased from the chemical supplier
MolPort (supplier references MolPort-005-910-351, MolPort-000-853-506, MolPort-006-316-888,
MolPort-000-849-049, MolPort-002-535-101, MolPort-002-649-206, MolPort-028-854-639,
MolPort-000-853-173, MolPort-002-672-346, MolPort-002-523-849, MolPort-005-913-128, respectively),
at https://www.molport.com/.

4.5. Preparation of Marine Extracts

Based on observations of inter and intra-specific competition in experimental aquariums and
searches on bibliographic bases, four species of marine invertebrates were chosen for their potential
as producers of compounds with anticancer potential. The selected species were composed of one
soft coral (CR from Carotalcyon sp.), one nudibranch (NA from Phyllidia varicess), and one holothurian
(PS from Pseudocholochirus violaceus), and were obtained from the distributor company of marine
species, Todo Pez S.L., Alicante, Spain.

4.6. Cell Culture and Treatment

Rapamycin and MTT were purchased from Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, USA. High-glucose
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, penicillin-streptomycin, fetal bovine serum and 0.05x trypsin/
ethylene diamine tetra acetic acid was purchased from Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, USA).

The human colorectal carcinoma cell line HCT116 was purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and was maintained in Dulbecco’s modified Hagle’s medium
(DMEM), supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL of penicillin
and 100 g/mL of streptomyrcin. Cells were incubated at 37 °C, in a humidified atmosphere, containing
5% /95% of CO, /air.

4.7. Cytotoxicity Assays

Cells were plated in 96-multiwell culture plates, at a density of 5 x 10° cells/well. After 24 h of
incubation with the crude extract, MTT was added at a final concentration of 0.5 mg/mL and was
incubated for 3 h. Next, the medium was removed, and the formazan crystals were dissolved in DMSO.
Absorbance was measured at 490 nm, subtracted at 670 nm in a microplate reader (SPECTROstar
Omega, BMG Labtech, Offenburg, Germany). OD values were expressed in percentages relative to
the control group, consisting of untreated cells. Cell viability was calculated by the formula: 100x
(treated-cell absorbance/control-cell absorbance). All experiments were performed in triplicate, and the
results were shown as the means with 5D, calculated from three different experiments.

4.8. Quantification of the Total mMTOR and Phosphor-mTOR Levels

After treatment, the cells were lysed with a lysis buffer—radicimmunoprecipitation assay
buffer (RIPA Buffer) (BioRad Laboratories Inc., Madrid, Spain), for 60 min at —20 °C. The lysate
was centrifuged at 13,200 rpm for 20 min; the protein concentration in the supernatant was
spectrophotometrically determined using the Thermo Scientific Pierce Kit (Waltham, MA, USA) (BCA
Protein assay kit), at 562 nm. Protein samples were diluted with the loading buffer (0.5 M Tris HCl
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at pH 6.8, 10% glycerol, 10% w/v SDS, 5% (2-mercaptoethanol, 0.05% w /v bromophenol blue) and
then were boiled for 5 min. Proteins (30 pug/lane) and prestained standards (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) were loaded onto 4%—15% SDS precast polyacrylamide gels (BioRad Laboratories
Inc., Madrid, Spain).

After electrophoresis, the resolved proteins were transferred from the gel to nitrocellulose
membranes. A blotting buffer (20 mM Tris/150 mM glycine, pH 8, 20% v/v methanol) was used
for the gel and for membrane saturation and blotting. The transblotted membranes were washed
thrice with Tris buffered saline (TBS), containing 0.05% Tween 20 (TBST). After blocking with TBS
containing 5% non-fat milk, for 60 min, the membranes were incubated with the appropriate primary
antibodies (PARP Antibody #9542, Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2) XP Rabbit mAb #5536 and mTOR
Antibody #2972) (Cell Signaling Technology Inc. Beverly, MA, USA) at 1:1000 dilution (with the
exception of anti-B-actin antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), at 1:4000) in TBST-5% low fat
milk at 4 °C overnight. The membranes were washed three times with TBST (15 min each) and then
were incubated with the secondary antibody anti-human PARF, Phospho-mTOR and mTOR 1:2000,
horseradish peroxidase (HRP)-conjugate (Cell Signaling Technology Inc., Barcelona, Spain), for 3 h.
The bands were visualized by enhanced chemiluminescence (Licor; Lincoln, NE, USA).

4.9. Statistical Analysis

Values are represented as the mean + standard deviation (SI). The values were subjected to
statistical analysis (one-way ANOVA, and Tukey’s test for multiple comparisons/non-parametric
approaches). The differences were considered to be statistically significant at p < 0.05. All analyses
were performed using the Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). * p < 0.05,
**p < 0.01, and *** p < 0.001 on the bars, indicate statistically significant differences, compared to
the control, unless otherwise stated. All cellular measurements were performed in four-fold, unless
otherwise specified.
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Supplementary Table 51: Physicochemical and toxicological parameters calculated for the selected compounds
against the ATP binding site of mTOR based on molecular docking analysis. Supplementary Table S2:
Physicochemical and toxicological parameters calculated for the selected compounds against the rapamycin
binding site of mTOR based on molecular docking analysis. Supplementary Table S3: Molecular docking analysis
for potential inhibitor compounds (candidate molecules) at the rapamycin binding site of mTOR kinase selected
among Marine Natural Products. Supplementary Table S4: Molecular docking analysis for potential inhibitor
compounds (candidate molecules) at the rapamycin binding site of mTOR kinase selected among Super Natural 1T
database. Supplementary Table S5: Molecular docking analysis for potential inhibitor compounds (candidate
molecules) at the rapamycin binding site of mTOR kinase selected among ZINC database natural products.
Supplementary Table 56: Molecular decking analysis for potential inhibitor compounds (candidate molecules)
at the ATP binding site of mTOR kinase selected among Marine Natural Products. Supplementary Table 57:
Molecular docking analysis for potential inhibitor compounds (candidate molecules) at the ATP binding site of
mTOR kinase selected among Super Natural II database. Supplementary Figure S1: Detailed description of the
molecular interactions between the inhibitor compound and the rapamycin binding site in mTOR. Supplementary
Figure S2: Comparison of the Gibbs free energy variation (AG, kcal/mol) for 40 compounds approved by the
FDA for clinical use against various types of cancer, obtained by molecular docking experiments against the ATP
binding site of 12 protein kinases.
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