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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, siendo el cancer de mama el de mayor incidencia a nivel mundial con casi 300.000
casos nuevos registrados en el ano 2023. Puntualmente, el cancer de mama triple negativo es uno de los mas agresivos y metastasicos y representa aproximadamente el
15% de los casos de cancer de mama. La terapia actual trae aparejada una serie de efectos adversos que generan un mal pronostico en las pacientes, por lo cual surge la
necesidad de investigar nuevas estrategias terapéuticas. Se ha demostrado que las especies de cobre poseen un espectro de actividad mas amplio y una toxicidad menor
que las drogas de platino y se sugiere que sean capaces de superar la resistencia hereditaria y/o adquirida al cisplatino.

El objetivo del trabajo es la evaluacion in vitro de la actividad antitumoral de dos complejos de cobre(ll) con hidrazona, [Cu(HL)CI]-H20 (Cul), y el dimero [CulL(i-PrOH)]2
(Cu2), sobre una linea celular tumoral humana de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231) en monocapa (2D), incluyendo estudios sobre los posibles mecanismos
de accion del compuesto mas activo.

Meétodos

La actividad citotoxica se probo en modelos 2D de células cancer de mama de la linea MDA-MB-231 (triple negativo) luego de 24 h de tratamiento con los complejos
utilizando el ensayo de MTT.

Se evaluo el efecto del complejo mas activo sobre la proliferacion celular mediante un ensayo clonogénico.

Se investigaron los posibles mecanismos de muerte celular desencadenados por el complejo mas activo:

- Formacion de especies reactivas del oxigeno (ERO), respaldado con ensayos de viabilidad celular utilizando secuestradores de ERO.

- Induccién de apoptosis mediante citometria de flujo utilizando la tincién anexina V-FITC/IP.

- Evaluacién de células madre cancerigenas mediante citometria de flujo utilizando la tincion con los anticuerpos CD44-PE y CD24-FITC.

Efectos del complejo en sistemas 2D
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Figura 1. Efecto del ligando (A), Cul (B) y Cu2 (C) sobre la viabilidad celular de las células MDA-MB-231 frente a un tratamiento de 24 hs. *(p<0,1), **(p<0,01) y

a la concentracion en uM.
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con Anexina V-FITC e IP.

La determinacion de la formacidn de especies reactivas del oxigeno (ROS) se realizd mediante la oxidacion de
dihidrorodamina-123 a rodamina-123, la cual emite fluorescencia a 536 nm. Como puede verse en la Fig. 4, Cu2 tiene la
capacidad de generar ERO a partir de 5 pM. El resultado fue respaldado mediante ensayos de viabilidad celular
utilizando secuestradores de ERO (Fig. 5).
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CD44,,./CD24, ., en MDA-MB-231, reduciéndose de
99,09% en el control a 95,06% a una concentracion de
1 uM vy 91,61% a una concentracidon de 1,5 puM.
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Figura 8. Grafico de barras obtenido de la evaluacion de
CMCs mediante tincion con los anticuerpos CD24-FITC y
CD44-PE, realizado en células MDA-MB-231 tratadas con
Cu2. *(p<0,0001).

Figura 7. Dot plot correspondiente a la evaluacién de CMC frente al
agregado de Cu2 en células MDA-MB-231. La determinacién se realizd
mediante citometria de flujo por tincidon con CD24 FITC y CD44 PE.



