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Resumen

Introduccion. Los tumores neoplésicos se caracterizan por su invasividad y metastasis. Las
células neoplasicas tienen heterogeneidad genética, por lo cual pueden desarrollar resistencia
a los quimioterapicos. Por esta razon, las plantas continuan siendo una fuente importante de
nuevos productos anticancerigenos. Objetivo. Evaluar la actividad citotoxica y antiproliferativa
de un extracto rico en fucoidan de Lessonia trabeculata nativa (EFLt) sobre la linea celular de
adenocarcinoma mamario murino, triple negativo 4T1. Métodos. La citotoxicidad vy la IC50 se
determinaron en monocapas de 4T1 empleando el reactivo MTT. Para demostrar la actividad
antiproliferativa se aplicaron los métodos de cierre de herida y anticlonogénico utilizando
las IC50 del EFLt y Dox (doxorubicina). El cierre de herida fue evaluado mediante barrido de
tiempos discretos; el efecto anticlonogénico fue evaluado 7 dias postratamiento mediante el
conteo de colonias y se determind la fraccion de sobrevivencia. Adicionalmente, se evaluaron
la citotoxicidad y actividad antiproliferativa combinando las IC_ de EFLt y Dox. El porcentaje de
. ” . i 50

migracion y conteo de colonias se realizd con el programa ImageJ. Resultados. La IC__del EFLt
(950 pg/mL) produjo 56% de citotoxicidad, 80,3% de inhibicion de la migracion cefular, 68%
de inhibicion en la formacion de colonias. La IC50 de Dox fue 0,5 pg/mL. Conclusiones. El EFLt
ejerce citotoxicidad dependiente de la concentracion y tiene efecto antiproliferativo sobre 4T1.
Se requiere continuar los ensayos en modelos de mayor complejidad que permitan esclarecer
el potencial antitumoral del EFLt.

Palabras clave: Algas Pardas; Neoplasias de la Mama; Antineoplasicos Fitogenicos; Citotoxinas;
Linea Celular (Fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Introduction. Neoplastic tumors are characterized by invasiveness and metastasis. Neoplastic
cells are genetically heterogeneous and can develop resistance to chemotherapeutic agents.
For this reason, plants continue to be an important source of new anticancer products.
Objective. To determine the cytotoxic and antiproliferative activity of a fucoidan-rich extract of
native Lessonia trabeculata (EFLt) on the tripe negative murine mammary adenocarcinoma cell
line 4T1. Methods. Cytotoxicity and IC_ were determined in 4T1 monolayers using the MTT
reagent. To demonstrate antiproliferativéoactivity, “wound” closure and anticlonogenic methods
were applied using the IC_ of EFLt and Doc (doxorubicin). “Wound” closure was evaluated by
discrete times sweep to détermine percentage inhibition of cell migration; the anticlonogenic
effect was evaluated by colony counting 7 days after treatment and the survival fraction was
determined. In addition, cytotoxicity and antiproliferative activity were evaluated by combining
the IC_ of EFLt and Dox. Percent migration and colony counts were performed using ImageJ
software. Results. The IC5 (950 pg/mL) of EFLt was 56% cytotoxicity, 80,3% inhibition of cell
migration, 68% inhibition o colony formation.The IC_ of Dox was 0,5 pg/mL. Conclusions. EFLt
exerts concentration-dependent cytotoxicity and anf?proliferative effect on 4T1. Further studies
in more complex models are needed to elucidate the anti-tumor potential of EFLt.

Keywords: Phaeophyta; Breast Neoplasms; Antineoplastic Agents, Phytogenic; Cytotoxins; Cell
Line (Source: MeSH). .
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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad multi-
factorial con caracteristicas bioldgicas
particulares, tales como la proliferacion
anormal que conlleva a la invasividad y
metdstasis. El uso de quimioterdpicos
como la doxorubicina puede inducir a
metadstasis y eventualmente a la falla de
la terapia, resultando en el incremento
de la malignidad e incluso en multidrogo
resistencia. Este evento es frecuente en
el cancer de mama triple negativo (TNBC)
caracterizado por la ausencia de recepto-
res especificos para estrogeno, progeste-
ronay produccion insuficiente de receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico
humano. Este tipo de cancer es de los mas
agresivos, de dificil tratamiento y peor
pronostico . De acuerdo con la Interna-
tional Agency for Research on Cancer, a
nivel mundial el porcentaje de mortalidad
por adenocarcinoma mamario en mujeres
es de 6,9% vy la incidencia es 11,7%. En el
Peru la mortalidad es de 13,3% y la inci-
dencia se incrementa a 51,2 (por cada 100
000 mujeres) . Por lo tanto, es necesario
continuar realizando estudios que aporten
al hallazgo y disefio de nuevos productos,
y protocolos de tratamiento.

Diversos estudios estan enfocados en
el desarrollo de tratamientos que com-
binan la quimioterapia o radioterapia
con nuevos productos que coadyuven a
neutralizar los efectos adversos causados
por los antineoplasicos 3. Un producto
promisorio es el fucoidan, un polisacdrido
estructural abundante de la matriz extra-
celular de las algas marrones. El fucoidan
se caracteriza por la presencia significativa
de L-fucosa y grupos sulfato a los que se le
atribuyen actividades antitrombdtica, an-
ticoagulante, antiviral y antitumoral. Ade-
mas, contiene pequefias cantidades de D-
galactosa, D-manosa, D-xilosa y residuos
de acido glucurénico “?. Se caracteriza
por su baja toxicidad. Las investigaciones
en modelos preclinicos abarcan aspectos
como la administracién oral y sistémica,
angiogénesis y respuesta inmunitaria.
Aunque se consume en algunos paises,
sus efectos sobre la salud humana requie-
ren ser validados cientificamente ©,

En la busqueda de tratamientos con-
tra el cancer es fundamental el indice de
selectividad, quimioterapicos como doxo-
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rubicina (Dox) ocasionan toxicidad aguda
y cronica, mielosupresion, inmunosupre-
sion y cardiotoxicidad acumulativa por
cada dosis; por lo tanto, es deseable un
tratamiento combinado con otro farma-
co 0 agente no toxico y al mismo tiempo
eficaz, o que coadyuve a reducir la dosis y
mitigar los efectos secundarios 7.

Los ensayos desarrollados in vitro y en
modelos animales imitan parcialmente o
por completo la secuencia metastasica y
permiten proyectar el efecto en humanos,
sobre todo en protocolos de tratamientos
combinados principalmente con Dox ®. Los
métodos que aportan mejores datos sobre
un producto con potencial anticancerigeno
se relacionan con la evaluacion de la acti-
vidad proliferativa. Entre estos métodos se
encuentran los ensayos de cierre de herida
y la actividad anticlonogénica.

El fucoidan mas estudiado y comer-
cializado es el de Fucus vesiculosus, en el
caso del género Lessonia la mayoria de las
publicaciones se refieren a L. vadosa ©. A
pesar de que L. trabeculata es una espe-
cie nativa del mar peruano, la informacién
acerca de su actividad anti proliferativa so-
bre células neoplasicas de cancer mama-
rio no ha sido reportada. Los estudios en
nuestro pais han demostrado su actividad
inmunomoduladora en cultivos de células
mononucleares de sangre periférica, esti-
mulando la produccion de especies reacti-
vas de oxigeno (superdxido), éxido nitrico
(NO) y citoquinas, y su citotoxicidad sobre
las lineas Hela y Hep-2 ©). Nuestro objeti-
vo fue evaluar la actividad citotdxica y anti
proliferativa de un extracto rico en fucoi-
dan del alga parda Lessonia trabeculata
sobre la linea celular 4T1 (adenocarcino-
ma mamario murino, triple negativo).

METODOS

Disefio del estudio

Realizamos un estudio experimental
in vitro. La citotoxicidad fue evaluada
midiendo la actividad metabdlica con
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio; Mosmann
1983) (n= 6). La accién antiproliferativa
fue medida con los ensayos de cierre
de herida (n=3) y ensayos clonogéni-
cos (n=3). Fueron evaluadas distintas

concentraciones del extracto rico en
fucoidan de Lessonia trabeculata nati-
va (EFLt), se utilizd doxorubicina como
control positivo de citotoxicidad (Dox,
Sigma-Aldrich, PM 579,98). Se realizd
un ensayo complementario combinando
las IC,, de EFLt + Dox.

Elaboracion del EFLt

Los especimenes fueron colectados en
la Bahia de San Nicolas, distrito de Mar-
cona, provincia de Nazca, departamento
de Ica, Peru (15°11'41” S 75°16'27” O).
La identificacion taxondmica fue realizada
en el Herbario Augusto Weberbauer de la
Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM). El procesamiento, el calculo de
la pureza y el peso molecular (PM) fueron
realizados en el laboratorio de Fitoquimi-
cay Bioquimica Vegetal del Instituto de In-
vestigacion de Bioquimica y Biologia Mole-
cular de la UNALM (Lima, Peru) siguiendo
los protocolos descritos por Apumayta y
Loayza 01 Las siguientes concentracio-
nes se elaboraron a partir de EFLt liofili-
zado: 1, 10, 100, 1000, 2000, 4000, 6000,
8000 y 10000 pg/mL. Las concentraciones
de Dox fueron: 0,01, 0,1, 1, 5y 10 pg/mL.
Las soluciones base de EFLt (15 mg/mL)
y Dox (10 mg/mL) se elaboraron en me-
dio incompleto (MIn, RPMI-1640 sin SBF),
se filtraron (0,22 um) y almacenaron a 4
°C hasta su uso. Las proteinas totales se
cuantificaron por fluorometria empleando
el Qubit 3.0 (Invitrogen™).

Lineas celulares y condiciones de cultivo

La linea celular de adenocarcinoma
de ratéon 4T1 (BCRJ-Coédigo 0022 del Ban-
co do células do Rio de Janeiro, Brasil)
se cultivd en RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero bovino fetal (medio
completo o MCo, SBF-Biowest), 2 g/L de
bicarbonato de sodio, 2 mM de L-gluta-
mina, 1 mM de piruvato de sodio, 0,01
M de Hepes, 100 U/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina (todos de
Sigma-Aldrich), y 250 pg/mL de fungizo-
na (Gibco). Para despegar las monocapas
4T1 empleamos tripsina-EDTA (0,25%
y 0,02%, respectivamente) (Sigma-Al-
drich). Las células VERO 76 fueron dona-
das por el Instituto Nacional de Salud. En
todos los ensayos, los cultivos celulares
se incubaron en condiciones estandares
(37 °C, 5% de diéxido de carbono y 95%
de humedad relativa).
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Determinacion de la viabilidad celular
mediante el ensayo MTT

Es un ensayo de punto final que permi-
te cuantificar la viabilidad celular median-
te la intensidad del color del reactivo; por
contraparte, también se puede cuantificar
la actividad citotdxica de un producto o
farmaco. Para determinar el ndmero de
células a sembrar por pocillo, se elabord
el patron de linealidad, resultando 2 x 103
para 4T1y 5 x 10° para VERO 76. Las célu-
las fueron sembradas en microplacas de 96
pocillos, con fondo plano (CorningTM), y se
incubaron toda la noche para obtener mo-
nocapas con 80% de confluencia. Se agrega-
ron 200 uL de cada concentracion por cada
monocapa. Las diluciones se elaboraron en
MCo, las microplacas se incubaron por 72
h, en condiciones estandares. Se retird el
medio, se afiadié 100 pL de MTT e incubd
por 4 h adicionales, se descartd el medio
y se agregaron 100 plL de dimetilsulféxido
(Sigma-Aldrich). Se incubd por 30 min a 37
°C, protegiendo de la luz y en agitacién a
60 rpm (incubador-shaker ZHWY-2102C,
Zhicheng, China). La viabilidad celular se
determind midiendo la densidad Optica
(D.0.) en un lector de microplacas (Sin-
nowa ER500, China), a 492 nm con filtro
diferencial de 630 nm. Las concentraciones
indicadas de EFLt y Dox también se aplica-
ron a VERO 76. El efecto se considerd toxico
cuando el % VC fue inferior al 75% *>'3); de
acuerdo con la clasificacion ISO 10993-5-
2009, si el % VC es de 75% a 100% es no
citotoxico, 50% a 74% es minimamente
citotoxico, 25% a 49% es moderadamente
citotoxico y 0 a 24% se trata de un producto
extremadamente citotoxico (EC).

Calculo del porcentaje de viabilidad celu-
lar (% VC)

Se empled la siguiente formula: % VC
= D.O. células tratadas / D.O. células no
tratadas x 100

Donde D.O. es la densidad éptica obte-
nida para 4T1 o VERO 76 en la prueba MTT.

Calculo de la concentracion media inhibi-
toria (IC_))

Es la concentracién de EFLt o Dox que
inhibe al 50% de células 4T1 o VERO 76,
fue determinada utilizando el modelo de
regresion no lineal con el programa Gra-
phPad Prism 5.0 para Windows, con un
intervalo de confianza del 95%.

Calculo del indice de selectividad (IS)

Permite diferenciar la actividad toxica
y la inocuidad de un producto o farma-
co. Considerando que los antineoplasicos
también afectan a las células normales es
importante conocer el IS. Un valor del IS
> 1 indicd que el producto es mas citotd-
xico para las células neoplasicas que para
las células normales, si dicho valor fue <
1, afectara tanto a las células neopldsicas
como a las normales 2. Se empled la for-
mula: ndice de selectividad = IC,, VERO
76 /1C,, 4T1

Ensayo de migracion de 4T1

La cicatrizacion por cierre de herida
permite medir el grado de invasividad de
las células neopldsicas hacia el area libre
causada por un rasguiio o herida sobre
la monocapa. Se cultivaron 2 mL de 3 x
10° células 4T1 en placas de 12 pocillos
(Corning™) en MCo y se incubaron por 24
h, en condiciones estandares, para conse-
guir 80% de confluencia. Las monocapas
se lavaron con 1 mL de buffer fosfato salino
(PBS) 1X, se agregd RPMI-1640 2% de SBF,
e incubaron por 12 h. Sin retirar el medio,
las monocapas se rayaron en linea recta,
empleando un tip amarillo de 200 pL, ha-
ciendo un dngulo de inclinacién de 30° y
abarcando todo el didmetro. Las células
desprendidas fueron eliminadas median-
te lavado, por dos veces, de la monocapa
con PBS 1X. Se evitd que la monocapa se
seque. Las concentraciones de EFLt (700,
950 IC,,y 1200 pg/mL) se elaboraron en
RPMI-1640 2% SBF, y 2 mL se agregaron
a cada monocapa. En el caso de Dox se
empled Unicamente la IC,. Las placas se
incubaron por 12 y 24 h. El estado de las
heridas fue verificado con el microscopio
invertido (Leica, USA), fotografiando las
monocapas alas0, 12 y 24 h de tratamien-
to. Los tiempos empleados corresponden
al método de barrido discreto. Se hizo un
ensayo adicional combinando las IC_ de
EFLty Dox (1:1).

El avance sobre la herida es el creci-
miento o migracion de las células hacia
dicha zona y se cuantificd con el progra-
ma Image) (NIH, USA). Los resultados
fueron presentados como el porcentaje
de inhibicidn de la migracién (% IM) cal-
culado respecto al control sin tratamien-
to + la desviacidon estandar. El porcentaje
de migracion celular (% MC) se determi-
né mediante la formula:

% MC = (drea de herida O h- area de he-
rida12 024 h) x 100/ érea de la herida O h

El porcentaje de inhibicidon de la mi-
gracién (% IMC) se calculd usando la for-
mula: % IMC = 100- % MC.

Ensayo clonogénico o de formacion de
colonias

Se basa en la propiedad que tiene una sola
célula de proliferar y formar una colonia o
clon constituido minimamente por 50 células
después de ser tratadas con un producto con
accidn citotoxica comprobada o potencial. Se
cultivaron 500 células en placas de 6 pocillos
(Corning™) con MCo'y se incubaron por 24 h.
Las monocapas celulares se trataron con EFLt:
700,950(IC_) y 1200 pg/mLoIC, de Dox (0,5
ug/mL). Se realizd una prueba adicional com-
binando las IC_ de EFLty Dox (1:1). Las placas
se incubaron durante 7 dias, luego se lavaron
con PBS 1X, se fijaron con metanol puro du-
rante 15 min y tifieron por 2 min con azul de
metileno al 0,1% en PBS 1X.

La eficiencia de plaqueo (% EP) se calcu-
|6 mediante la férmula:

EP = [N° de colonias formadas antes del
tratamiento/ N° de células sembradas] x 100

La fraccion de sobrevivencia (FS) se cal-
culé mediante la formula:

FS = N° de colonias después del trata-
miento / [N° de células sembradas x EP]

El conteo de las colonias se realizd cap-
turando las imdgenes con el microscopio
invertido (x10) y se procesaron con el pro-
grama ImagelJ (NIH, USA).

Analisis estadistico

Para los datos experimentales de los
ensayos de citotoxicidad y clonogénico se
empled ANOVA unidireccional seguido por
el post test de comparaciones multiples de
Dunnett y Tukey. Para el ensayo de migra-
cién se utilizd ANOVA bidireccional seguido
del post test para comparaciones multiples
de Bonferroni. Se empled el programa Gra-
phPad Prism versién 8.0.1. Las diferencias
fueron significativas con un valor de p <0,05.

RESULTADOS

Analisis quimico del EFLt
El EFLt presentd 41,28% de azlcares
totales expresados en fucosa, 7,85% de
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sulfatos y 121 pug/mL de proteinas totales.
En base a los porcentajes obtenidos para
sus componentes se determind que la
concentracién de fucoidan en el EFLt fue
de ~81,87%, y el PM fue de 10,04 kDa.

Citotoxicidad y viabilidad celular con el
tratamiento EFLt

Se evidencié marcado efecto citotdxico
sobre las lineas celulares 4T1 y VERO 76 a
partir de 1000 ug/mL, con un perfil direc-
tamente proporcional a la concentracion.
A esa concentracion, respecto al control no
tratado, se produjo 56% y 30% de citotoxi-
cidad para 4T1y VERO 76 respectivamente
(p<0,01). En ese sentido, EFLt desde 2000
resulto con hasta 10000 resultd con EC
para 4T1, y Unicamente a la concentracion
de 10000 para VERO 76 (Figuras 1A, 1B).

La citotoxicidad de Dox respondidé a un
perfil dependiente de la concentracion,
siendo EC con 80% de IVC para 4T1y 90%
para VERO 76, a la concentracién de 10
ug/mL (1000 veces mas potente que el
EFLt a 10 000 pg/mL).

Citotoxicidad y viabilidad celular con 1C*®
[EFLt + Dox]

Se produjo incremento de la citotoxi-
cidad (73%, p < 0,001) sobre 4T1 y dis-
minucién de la VC (27%). Asimismo, la
citotoxicidad fue significativa respecto a
EFLt y Dox (p < 0,001) (Figura 2A). En el
caso de VERO 76, la citotoxicidad fue de
54,8% y la VC de 45,2%; sin embargo, la
diferencia entre EFLt, Dox y EFLt + Dox,
no fue significativa (Figura 2B).

Concentracién media inhibitoria (IC,) e
indice de selectividad (IS)

La IC,, es el valor informativo mas utilizado
para demostrar la potencia de un farmaco
o producto natural comparando los resul-
tados con un control de efecto demostra-
do. La IC,, para 4T1 con el EFLt fue de 950
ug/mL, mientras que para VERO 76 fue de
3000 pg/mL. La IC, de Dox fue 0,5 pg/mL
y 0,2 ug/mL para 4T1 y VERO 76, respecti-
vamente. Los IS fueron de 3,15y 0,4 para el
EFLt y Dox, respectivamente. Estos valores
indican que el EFLt ejerce menor toxicidad
(>1) sobre células normales en compara-
cién con Dox 14,

El EFLt redujo la capacidad migratoria
El avance de las células hacia la zona
de la herida se produjo en funcion a la
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Figura 1. Citotoxicidad ejercida por el EFLt. (A) sobre 4T1 fue dependiente de la con-
centracién a partir de 1000 ug/mL. (B) sobre VERO 76, fue dependiente de la concen-

tracion desde 10 ug/mL.

Tiempo de tratamiento: 72 h. (n=6). ****p<0,0001, ANOVA unidireccional.

Las diferencias fueron significativas cuando p < 0,05 respecto al control no tratado.

C: Control, células sin tratamiento.

concentracién de EFLt y el tiempo. A las
12 h, las tres concentraciones de EFLt
produjeron la IMC de 4T1, aunque a las
24 h la zona de la herida disminuyd, su-
perando el 65%. Con la IC de EFLt, se
produjo 80,3% de IMC, y con Dox IC,  fue
de 74% (Figura 3).

Para EFLt + Dox, a las 12 h, la IMC fue
similar al control no tratado, esta caracte-
ristica continud a las 24 h; asi, en el con-
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trol no tratado se presenté 67,3% de cu-
racion de la herida y en EFLt + Dox 60,5%.
Estos datos sugieren que la citotoxidad
de Dox puede ser modulada por el EFLt
(Figura 3).

Alas 12 hy 24 h, mediante el post test
de Tukey se determinaron diferencias no
significativas entre las concentraciones
de EFLt y la IC,, Dox (p > 0,05), indican-
do que tienen efectos antiproliferativos
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Figura 2. Comparacion del efecto citotdxico del EFLt IC50 sobre 4T1 y VERO 76. (A). 4T1,
EFLt con citotoxicidad similar a Dox (control positivo). [Dox + EFLt] IC,, causé mayor cito-
toxicidad respecto a EFLt y Dox. ***p < 0,001, (B) VERO 76, citotoxicidad similar con EFLt,
Dox y EFLt + Dox ,sin diferencias significativas (n.s.). En todos los tratamientos, tanto para
4T1 como VERO 76 la citotoxicidad fue significativa respecto al control. ****p< 0,0001.
Valores de IC_; de EFLt para: 4T1= 950 pg/mL, Dox = 0,5 ug/mL. Valores de IC, de EFLt
para VERO 76: 3000 pg/mL, Dox: 0,2 pug/mL. (n=5). C: control (sin tratamiento). ANOVA
bidireccional seguido del post test para comparaciones multiples de Bonferroni.
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Figura 3. Inhibicion de la migracién (IMC) de 4T1 en el ensayo de cierre de herida. Alas 12 h,
el EFLt caus6 IMCen 78,6%, 80,3%y 84,6% con 700, 950 (IC_ ) y 1200 ug/mL respectivamente.
Alas 24 h, la IMC fue superior al 50% para EFLt y Do, a diferencia de EFLt + Dox, en el que fue
similar al control no tratado. C: control no tratado. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001y ****p
< 0,0001: diferencia estadistica significativa respecto al control no tratado; (n=3). Se empled
ANOVA unidireccional seguido por el post test de comparaciones multiples de Dunnett y Tukey.

similares. Sin embargo, es importante
considerar que la IC, de Dox es inferior
a la de EFLt. El iempo que facilito la dis-
criminacién del efecto antiproliferativo
entre las concentraciones de EFLt y Dox
fue de 12 h.

El EFLt IC_; redujo la capacidad clono-
génica de 4T1

La mayor inhibicién en la formacion de
colonias por el EFLt se produjo con 1200
pg/mL (91%, p < 0,01). La EP fue de 62%
y la FS proporcional a la concentracién

del EFLt (Tabla 1). El tratamiento con Dox
IC,, produjo la inhibicion significativa de
la formacion de colonias (96%). El trata-
miento EFLt + Dox fue similar al obtenido
con Dox (98%); el tratamiento con EFLt
IC,, produjo 68% de reduccion del nime-
ro de colonias, por lo que se puede atri-
buir que el efecto anticlonogénico fuera
causado por Dox. Los pardmetros que se
han considerado para el analisis diferen-
ciado entre los tratamientos fueron la re-
duccion del tamafio, forma y nimero de
colonias (Tabla 1, figura 4).

Tabla 1. Inhibicién de la formacion de colonias 4T1 por el EFLty [EFLt + Dox] IC_,.

Porcentaje de

Porcentaje

Tratamientos (pg/mL) Numf:ro LD formacion de de inhibiciéon Fraccn.on de.

colonias 4T1 . A sobrevivencia
[LILLIEN clonogénica

EFLL700 142 46 54 0,45

EFLL 950 [IC,] 100 32 68 0,32

EFLt 1200 28 9 g*kk 0,09%***

[EFLt + Dox] IC,, 7 2 ggkk 0,02%***

Control positivo [Dox 0,5, IC_ ] 12 4 gE**** 0.04%***

Control sin tratamiento 310 100 0 1

La lectura se realizé después de 7 dias de incubacion (n=3). El porcentaje de inhibicidn clonogénica
con el tratamiento EFLt fue proporcional a la concentracion.

Eficiencia de plaqueo: 62% (aplicado a la férmula: 0,62). N° de células sembradas: 500. n = 3.
****p< 0,0001 respecto al control no tratado. Tiempo de tratamiento: 7 dias

ANOVA unidireccional seguido por el post test de comparaciones multiples de Dunnett y Tukey.

DISCUSION

El cancer sigue siendo uno de los
principales problemas de salud con re-
percusiones socioecondmicas en todo
el mundo %, por lo cual, la prevencion y
los tratamientos mas eficientes, son pri-
mordiales vy justifican las investigaciones
y recursos invertidos. Entre los posibles
anticancerigenos con potencial terapéu-
tico se encuentra el fucoidan. Este poli-
sacarido se caracteriza por su contenido
de fucosa, que en el presente estudio fue
de 41,28%; esta proporcion puede variar
segln la metodologia empleada en la
extraccion e inclusive por la procedencia
del alga. Respecto a L. trabeculata, nativa
del mar peruano, los porcentajes repor-
tados son de 59% ©), 58% 19y 21% 19,

Una de las consideraciones mas im-
portantes a considerar en un producto
natural es su toxicidad, por ello, los es-
tudios in vitro han establecido algunos
parametros como la VCy el IS 1314 En el
presente estudio, la citotoxicidad mos-
tré un perfil dependiente de la concen-
tracién. El EFLt posee efecto citotdxico
en células 4T1 a partir de 1000 ug/mL.
Respecto al IS, los valores indicaron me-
nor efecto toxico del EFLt sobre células
VERO 76 y mayor sobre 4T1, que lo cali-
fica como un producto con citotoxicidad
selectiva. Este hallazgo es muy importan-
te para continuar los estudios y postular
que el fucoidan de L. trabeculata es ino-
cuo, caracteristica necesaria, entre otras,
para su utilizacién como nutracéutico y/o
fitofarmaco especificamente para el tra-
tamiento del cancer de mama.

Se ha demostrado el efecto apoptdti-
co e induccién a autofagia de un extracto
crudo de Fucus vesiculosus sobre la li-
nea celular de cancer de mama humano
MDA-MB-231 y MCF-7 “7. El fucoidan
purificado de F. vesiculosus (Sigma) inhi-
bié la proliferaciodn, la capacidad de trans-
formacion y la formacion de colonias de
las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7
y de ratén 4T1, a través de una via de de-
gradacion dependiente de ubiquitina que
afecta a los ejes TGFR/Smad/Snail, Slug,
Twist y EMT (8. Asimismo, las dosis ora-
les de fucoidan retrasaron el crecimiento
del tumor NB4 en ratones y aumentaron
la actividad citolitica de las células NK (9,
En el caso del extracto crudo es proba-
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4T1 (TNBC)
EFLt 700 ~ EFLt 950 (ICso) * EFLt 1200
e’ < .
) T .
.
Dox 0.5 (ICs) [EFLt + Dox] ICso

Figura 4. Inhibicion de la formacion de colonias 4T1 por el EFLt. El efecto anticlonogénico fue depen-
diente de la concentracion, a 1200 pg/mL las colonias fueron escasas, pequefias y poco compactas a
diferencia del control no tratado (C). Tiempo de tratamiento: 7 dias. (n=3). Aumento: 4x. El conteo de

colonias se hizo con el programa ImageJ (NIH, USA).

ble el sinergismo entre el fucoidan y los
polifenoles presentes en el extracto. En
nuestro estudio no se puede excluir la
presencia de polifenoles, ya que se ha
empleado un extracto que no alcanza el
90% de pureza. El efecto citotdxico tam-
bién se atribuye a la presencia de sulfato
en su estructura y el bajo PM @ en el
estudio realizado el fucoidan tuvo 7,85%
de sulfato y bajo PM (10,04 KDa).

En el ensayo de citotoxicidad con EFLt
+ Dox, se observo que el efecto sobre 4T1
fue mayor que con EFLt y Dox (menor
VC). Para VERO 76 la viabilidad fue similar
a EFLt y Dox. Estos resultados tienen re-
lacién directa con el IS determinado. Res-
pecto a la combinacién de un quimiotera-
pico y fucoidan, se han realizado diversos
ensayos con resultados prometedores;
asi, el fucoidan de Cladosiphon novae-
caledoniae mejord su actividad citotodxica
sobre monocapas MDA-MB-231 y MCF-7
cuando se aplicé combinado con cisplati-
no, tamoxifen y paclitaxel (taxol) debido
a la induccion de apoptosis 9. En otro
experimento se demostré la efectividad
del tratamiento combinado de fucoidan
de bajo PM con gemcitabina y cisplatino
en ratones BALB/c atimicos afectados por

300 | AnFac med. 2023;84(3):295-301.

céncer de vejiga ?Y. Aunque en los ensa-
yos de cierre de herida y clonogénico no
se replicaron dichos resultados.

Acerca de la IC, del EFLt, algunos re-
portes en Peru dan cuenta de la variacion
en funcion a la linea celular y el PM, con
valores de 1,7 mg/mLy 2,2 mg/mL sobre
monocapas Hela (adenocarcinoma cervi-
cal) y cultivos de U937 (leucemia promo-
nocitica), respectivamente ©. En el pre-
sente estudio la IC, para 4T1 fue menor
(950 pg/mL), las diferencias indican que
la susceptibilidad no solo se relaciona
con la concentracién sino también con el
tipo de célula neoplasica.

Los modelos para estudiar la migra-
cién celular in vitro han aportado un
mayor acercamiento a los eventos del
microambiente tumoral y permiten mo-
nitorear el movimiento de la poblacién
celular de manera global o individual. La
migracion global esta relacionada con la
capacidad colonizadora per se, que se
puede evidenciar empleando un medio
de cultivo pobre. En el presente estudio,
la mayor curacion en el grupo no tratado
se produjo a las 24 h; las diferencias en
cuanto al tiempo podrian estar relacio-
nadas con el porcentaje de confluencia

de la monocapa al inicio del experimento
(80%), ya que en algunos ensayos se uti-
lizan monocapas con mayor confluencia
que cierran en menor tiempo. En este
ensayo, encontramos diferencia entre los
resultados obtenidos para la IM con EFLt
y Dox respecto a EFLt + Dox. La IM en esta
combinacién fue similar a la del control
no tratado. Esta notoria reduccion del
efecto antiproliferativo sugiere que el IC_,
EFLt, a esa concentracion, modula la acti-
vidad de Dox (2.

En el ensayo clonogénico la inhibicidn
del crecimiento de colonias para el EFLt se
produjo en relacion directa a su concentra-
cién. En cambio, en EFLt + Dox la inhibicidon
fue similar a Dox, por lo que, el efecto se
puede atribuir al quimioterdpico. Los re-
sultados encontrados para el EFLt fueron
similares a los reportados para el fucoidan
de Saccharina japonica y Undaria pinna-
tifida que redujeron la formacién de colo-
nias de manera diferenciada, siendo mas
potente sobre T-47D, que sobre SK-MEL-28
(lineas celulares de neoplasia de mama y
melanoma humanos, respectivamente)
23 |a fraccion de sobrevivencia para 4T1
con la concentracion 1200 pg/mL de EFLt
constituye un indicador valioso ¥, que re-
fleja la susceptibilidad de estas células al
efecto del fucoidan, mientras que la sobre-
vivencia indica la heterogeneidad genética
relacionada con la resistencia de las células
tumorales.

Los ensayos que se emplearon para
evaluar la actividad antiproliferativa in
situ ponen de manifiesto la resistencia y
elevada tasa de proliferacion de 4T1 (tri-
ple negativa), que son capaces de sobre-
vivir en un medio pobre (cierre de herida)
o formar colonias en un tiempo prolon-
gado (ensayo clonogénico), superando o
cediendo al efecto del EFLt o Dox.

Como limitaciones del estudio para el
caso de EFLt + Dox, podemos considerar
que para conocer las proporciones que
se van a emplear, es necesario determi-
nar el indice de combinacion 5% asi-
mismo, probar el uso de nanotransporta-
dores 7. En el caso del ensayo de cierre
de herida es conveniente utilizar paneles
gue posean una zona de exclusién celu-
lar disefiada quimicamente en lugar de
barreras mecénicas ?®; ademds, seria
importante incluir un control pro-proli-
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ferativo, por ejemplo, incrementando el
contenido de glutamina ? y/o SBF % al
medio de cultivo.

Concluimos que el EFLt tuvo actividad

citotdxica sobre la linea celular 4T1 TNBC
y su actividad en las pruebas de VC fue po-
tenciada cuando se combind con Dox. Los
datos obtenidos sobre la citotoxicidad, el
indice de selectividad y la fraccién de so-
brevivencia indican que el fucoidan de L.
trabeculata es un producto prometedor
que requiere ser investigado con mayor
profundidad para determinar los mecanis-
mos de accién tanto in vivo como in vitro.
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