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RESUMEN 

Introducción: La enzima nuclear poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) es 
esencial para la reparación de rupturas de cadena sencilla del ADN por la vía de 
reparación por escisión de bases y representa un blanco importante en la terapia 
contra el cáncer. Los Inhibidores de PARP-1 han demostrado potenciar los efectos 
citotóxicos de la radiación ionizante y de agentes quimioterapéuticos como el 
carboplatino que dañan el ADN o inhibidores de la topoisomeraqsa I. La 
nicotinamida se ha descrito como un inhibidor de PARP-1 in vitro, y la gran 
mayoría de los inhibidores de PARP -1 se basan en su estructura química. 
Resultados in vitro e in vivo y más recientemente de ensayos clínicos, sugieren 
que los inhibidores de PARP-1 pueden ser usados tanto como sensibilizadores de 
quimioterapia o radioterapia así como en monoterapia, ocasionando la muerte 
específicamente en células tumorales con defectos en los mecanismos de 
reparación del ADN, en particular, aquellos tipos de cáncer con mutaciones en los 
genes que codifican las proteínas BRCA1 y BRCA2. A esta estrategia 
experimental se le ha denominado “letalidad sintética”. En este estudio analizamos 
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el efecto de la nicotinamida en células de carcinoma mamario proficientes y 
deficientes de BRCA1. 

Metodologías: El efecto de la nicotinamida como inhibidor de PARP-1 fue 
determinado mediante un ensayo de actividad de PARP-1 in vitro y posteriormente 
en células MDA-MB-436. Este efecto se comprobó mediante inmunofluorescencia 
en células de carcinoma mamario tratadas con nicotinamida en presencia de daño 
al ADN. Posteriormente, analizamos el efecto de la nicotinamida y su combinación 
con cisplatino mediante ensayos de viabilidad celular en las líneas MDA-MB-436, 
MDA MB-231 y MCF-7 de carcinoma mamario. Cada una con diferentes estados 
de BRCA1. Finalmente, analizamos el efecto de nicotinamida como 
radiosensibilizador mediante ensayos de clonogénicos.  

Resultados: La nicotinamida inhibe la actividad de PARP-1 in vitro y de PARP-1 
endógena en células de cáncer de mama MDA-MB-436 deficientes de BRCA1. 
Este efecto también fue observado en células de cáncer de mama en presencia de 
daño al ADN. Posteriormente demostramos que la nicotinamida disminuye la 
viabilidad de las células MDA-MB-436, MDA-MB-231 y MCF-7. El análisis de 
sinergismo demostró un efecto se sinérgico con nicotinamida y cisplatino en las 
células MDA-MB-436 y MCF-7. Finalmente observamos que la nicotinamida 
sensibiliza significativamente a las células MDA-MB-436 y MDA-MB-231 al 
tratamiento con radiación ionizante.  

Discusión: Estos resultados sugieren que la sensibilidad al cisplatino observada 
en las líneas celulares tratadas con nicotinamida está influenciada por el estado de 
BRCA1, sin embargo en las células MDA-MB-231 cabe resaltar que existen otros 
factores genéticos como el estado triple negativo de la línea celular que podrían 
estar jugando un papel importante. Por otro lado, la respuesta al tratamiento con 
nicotinamida y radiación ionizante en las células MCF-7 podría estar asociada al 
estado deficiente de la caspasa 3, debido a que se ha reportado un incremento en 
la resistencia a la radiación ionizante en células deficientes de caspasa 3.  

Conclusión: nuestros resultados sugieren que la nicotinamida podría ser utilizada 
como sensibilizador a la quimioterapia y radioterapia en cáncer de mama y de 
manera más selectiva en células tumorales deficientes de BRCA1. 
Interesantemente, estos resultados también podrían sugerir que la inhibición de 
PARP-1 por nicotinamida podría estar favoreciendo la letalidad sintética en 
nuestro modelo.  
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ABSTRACT 

Introduction: The nuclear enzyme poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) is 
essential for the repair of single-strand breaks in DNA by means of base excision 
repair and represents an important target in the therapy cancer. Inhibitors of 
PARP-1 have been shown to potentiate the cytotoxic effects of ionizing radiation 
and chemotherapeutic agents such as carboplatin that DNA damaging or inhibitors 
topoisomerase I. Nicotinamide has been described as an inhibitor of PARP-1 in 
vitro, and the vast majority of PARP inhibitors are based on their chemical 
structure. Results in vitro and in vivo and clinical trials recently, suggest that PARP 
inhibitors can be used as sensitizers to chemotherapy or radiotherapy as well as 
monotherapy, killing specifically cancer cells with defective in repair mechanisms 
DNA, particularly those cancers with mutations in the genes encoding proteins 
BRCA1 and BRCA2. In this experimental strategy has been called "synthetic 
lethality". In this study we analyzed the effect of nicotinamide in cancer cells 
proficient and deficient BRCA1. 
 
Methods: The effect of the nicotinamide as an inhibitor of PARP-1 was determined 
by activity assays in vitro PARP-1 and MDA-MB-436 cells. This effect was verified 
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by immunofluorescence in mammary carcinoma cells treated with nicotinamide in 
the presence of DNA damage. Subsequently, we analyzed the effect of 
nicotinamide in combination with cisplatin in cell viability assays in MDA-MB-436 
(BRCA1-deficient), MDA MB-231 (BRCA1-proficient) and MCF-7 (BRCA1, low 
levels of expression) cancer cells. Finally, we analyze the effect of nicotinamide as 
radiosensitizer by clonogenic assays.  
 
Results: our results demonstrated that nicotinamide inhibits PARP-1 activity in 
vitro and in MDA-MB-436 mammary carcinoma BRCA1-deficient. This effect was 
also observed in breast cancer cells in the presence of DNA damage. Later 
demonstrated that nicotinamide decreases viability of MDA-MB-436, MDA-MB-231 
and MCF-7. Analysis of the data 
by the isobologram method showed that the combination of nicotinamide and 
cisplatin produced a synergistic antiproliferative effect in MDA-MB-436 and MCF-7 
cancer cells. Finally we observed that the nicotinamide also sensitizes MDA-MB-
436 and MDA-MB-231 cancer cells to ionizing radiation.  
 
Discussion: these results suggesting that nicotinamide sensitizes cancer cells 
cisplatin treatment and that this effect is influenced by the status of BRCA1, 
however in MDA-MB-231 cells should take into account other genetic factors as 
the status triple negative of cell line. On the other hand, the response to treatment 
with nicotinamide y ionizing radiation in MCF-7 cells could be associated to 
deficiency of caspase 3, because it has been reported an increase resistance to 
ionizing radiation in cancer cells deficient in caspase 3. 
 
Conclusion: we results suggest that nicotinamide may be used with sensitizer to 
chemotherapy and radiotherapy in breast cancer more selectively in BRCA1 
deficient BRCA1 cancer cells. Interestingly, these results also suggest that 
inhibition of PARP-1 by nicotinamide may be favoring synthetic lethality in breast 
cancer cells.  
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INTRODUCCIÓN 

 

Cáncer de mama asociado a BRCA 

El cáncer de mama es la principal causa de muerte en mujeres a nivel mundial1. 

Se han identificado muchos factores de riesgo, sin embargo, la historia familiar se 

encuentran dentro de los más importantes para este padecimiento, teniendo 

aproximadamente dos veces mayor riesgo a desarrollar la enfermedad los 

familiares de primer grado de una paciente afectada. La mayoría de los casos 

familiares de cáncer de mama se presentan a edad temprana, comparados con 

aquellos casos esporádicos y, por lo tanto, los factores genéticos tienen mayor 

relevancia en su desarrollo. La mayoría de los casos familiares de cáncer de 

mama representan cerca del 10% y están asociados con mutaciones autosómicas 

dominantes en los genes BRCA1, BRCA2 o ambos. 

El riesgo a desarrollar cáncer de mama asociado con mutaciones en BRCA1 y 

BRCA2 es muy alto, cerca del 85%, en comparación con el cáncer de ovario que 

es del 44%. Las características que presentan las pacientes con mutaciones en 

BRCA son: cáncer de mama a edad temprana (menos de 40 años), enfermedad 

bilateral, historia familiar de cáncer de mama u ovario3. 

Desde la identificación de los genes BRCA1 en 1994 y BRCA2 un año después, 

las pruebas moleculares para la detección de mutaciones en estos genes de 

susceptibilidad a cáncer de mama han aumentado y rápidamente se han 

incorporado a la práctica clínica diaria de la oncología. Ahora, el asesoramiento 

genético y el diagnóstico molecular se ha ofrecido de manera rutinaria en las 
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clínicas de cáncer familiar de los hospitales especializados como el Instituto 

Nacional de Cancerología para el diagnóstico y el tratamiento de este tipo de 

pacientes y, aunque los casos de cáncer hereditarios en México son del 5 al 10%, 

es importante identificarlos y referirlos con el genetista, ya que además de ofrecer 

el diagnóstico molecular a la paciente afectada y a sus familiares en posible 

riesgo, en aquellos casos con resultados positivos de una mutación se pueden 

ofrecer estrategias de seguimiento e incluso quimioprevención (quimioprofilaxis) y 

cirugía profiláctica.  

Genes de predisposición a cáncer BRCA1 y BRCA2 

Un estudio de penetrancia genética (cuando en una población, la proporción de 

individuos que expresan el fenotipo patológico, entre todos los que presentan un 

genotipo portador de un alelo mutado) demostró que las mutaciones de BRCA1 

en familias con cuatro o más individuos con cáncer de mama u ovario antes de los 

50 años presenta 85% de riesgo a desarrollar cáncer de mama en las mujeres de 

esa familia (Tabla 1).Por otro lado, en familias con mutaciones en BRCA2 también 

se han observado que incrementa el riesgo a desarrollar cáncer de mama en 

mujeres y hombres. 41, 42. 
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Tabla 1. Riesgo acumulado de cáncer de mama por edad en mujeres de familias con mutaciones de predisposición a 

cáncer. 

Edad Riesgo acumulado  

(años) BRCA1 BRCA2 

3O 3.2% 4.6% 

40 19.1% 12% 

50 50.8% 46% 

60 54.2% 61% 

70 85% 86% 

 

El gen de BRCA1 (por sus siglas en inglés, breast cancer 1, early onset) está 

localizado en el cromosoma 17q21 y tiene una secuencia muy larga de 5,589 

nucleótidos por otro lado, el gen de BRCA2 (por sus siglas en inglés, breast 

cancer 2, early onset) está localizado en el cromosoma 13q12 y su secuencia es 

de 10,254 nucleótidos. Ambos genes son componentes esenciales del 

mecanismo de reparación de rupturas de doble cadena (RDC) del ADN mediante 

el sistema de recombinación homóloga (RH) y la primera evidencia de la 

existencia de este gen se obtuvo por el laboratorio del Dr. King de la Universidad 

de California (Berkley) en 1990 y cuatro años después, el gen fue clonado por la 

Universidad de Utah, en el‘National Institute of Environmental Health Sciences’ 

(NIEHS) y ‘Myriad Genetics’. El gen BRCA1 codifica una proteína de 1863 

aminoácidos y el gen BRCA2 codifica una proteína de 3418 aminoácidos, ambas 

proteínas fueron identificados mediante clonación posicional.  
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Un estudio demostró que las células mutantes de BRCA1 y BRCA2 son 

deficientes en el mecanismo de reparación por RH de RDC del ADN que 

finalmente resulta en una inestabilidad cromosómica7. Interesantemente, la 

mayoría de las 3500 mutaciones por pérdida de nucleótidos (“deleciones”) 

reportadas en estos genes se ha encontrado en toda la secuencia codificante y se 

han asociado con cáncer de mama, ovario próstata, páncreas y endometrio. Los 

tumores asociados con “deleciones” en BRCA1 y BRCA2 carecen de la 

funcionalidad del gen brca lo cual induce inestabilidad genómica forzando la 

progresión del cáncer. 

BRCA y los mecanismos de reparación del ADN por RH 

BRCA1 y BRCA2 actúan como genes supresores de tumores debido a que 

participan como reguladores en los procesos de reparación del ADN, transcripción 

y ciclo celular en respuesta al daño del ADN. En estos procesos BRCA1 y BRCA2 

se ha relacionado con la reparación por RH debido a que se ha demostrado que 

ambas proteínas se co-localizan con el componente esencial de la RH, la proteína 

Rad51, en los sitios del ADN dañado y a la horquilla de replicación, marcada por 

PCNA, en la fase de síntesis del ADN (fase S) del ciclo celular24. Estos resultados 

fueron confirmados en otro trabajo en donde se observó que la inactivación de 

BRCA1 y BRCA2 inhibe la activación de la RH, mediada por Rad51, e incrementa 

la sensibilidad a agentes que inducen daño al ADN32. Otro estudio demostró que 

la deficiencia en BRCA1 y BRCA2 en células de ratón y de humano favorece 

aberraciones cromosómicas, incluyendo rupturas de las cromátidas y 

cromosomas, así como cromosomas triradiales y cuadriradiales, marcadores de 

anormalidades en la fase S que son típicas de enfermedades con predisposición a 
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cáncer como ataxia telangiectasia y anemia de Fanconi con mutaciones en los 

genes atm y fanc, respectivamente32. 

BRCA1 se localiza normalmente en el núcleo y presenta varios sitios de 

fosforilación y regiones de reconocimiento para otras proteínas, así como un 

dominio de dedos de zinc llamado RING, cercano a la región amino terminal, dos 

secuencias de señales de localización nuclear (NLS) en el exón 11, un sitio de 

transactivación entre los aminoácidos 1280-1524 y un dominio BRCT en el 

extremo carboxilo terminal. La región BRCT también fue identificada en una gran 

variedad de proteínas involucradas en la respuesta de daño al ADN (Figura1). 

 

Figura 1. Diagrama esquemático de la proteína BRCA1 y su interacción con otras proteínas (tomado de Jang ER and Lee 

JS. Cancer Res Treat. 2004). 

 

BRCA1 se une indirectamente a Rad51 en respuesta de daño al ADN o por su 

interacción con otras proteínas relacionadas con RH. Por ejemplo, se ha 

observado que BRCA1 es activada por hiperfosforilación de las proteínas ATM y 

ATR. Otros estudios sugieren que interactúa con Rad50, MRE11 y NBS1 
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(complejo MRN) en respuesta al daño del ADN y son co-localizados con otras 

proteínas implicadas en la RH19, 29, 42. Estos estudios sugieren que BRCA juega un 

papel importante en las células tumorales con defectos en las vías de reparación 

del ADN. 

Estudios recientes han utilizado inhibidores de PARP-1 como terapia blanco para 

el cáncer deficiente de BRCA1. La enzima nuclear poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 

(PARP1) está involucrada en el mantenimiento de la integridad del genoma y es 

un componente importante en la reparación de rupturas de cadena sencilla del 

DNA (RCS). La inactivación de la reparación de RCS por inhibidores de PARP-1 

durante la fase S induce a la formación de RDC y con ello confieren letalidad 

sintética a las células deficientes de la reparación del ADN mediada por RH5.  

Con base en estos resultados se ha propuesto a PARP-1 como un nuevo blanco 

en la terapia del cáncer de mama2. 

Poli ADP-ribosa polimerasa (PARP)  

PARP-1 es una proteína nuclear de 116 kDa, codificada por el gen adprt-1 poli 

(ADP-ribosa) polimerasa localizado en la posición q41-42 en el cromosoma 1. 

PARP-1 fue descubierta hace más de 40 años y en la actualidad se han 

identificado 18 miembros de la familia de proteínas PARP7. PARP-1 es una 

proteína evolutivamente conservada en todos los eucariontes y consiste en tres 

principales dominios. La región amino terminal (42 kDa) que presenta un dominio 

de unión al ADN, el cual incluye dos motivos de dedos de zinc así como una NLS. 

El dominio de automodificación central (16 kDa) de PARP-1 está localizado en la 

región central de la enzima, entre los residuos 374-525 y contiene 15 residuos de 
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glutamina conservados, los cuales son los blancos para la auto-poli ADP-

ribosilación. El dominio catalítico de PARP-1 está localizado en el extremo 

carboxilo terminal entre los residuos 526-1014 y es de 55 kDa; sin embargo, la 

actividad ADP-ribosa transferasa está restringida en la región de 40 kDa en el 

extremo carboxilo terminal, cuyo dominio catalítico está dentro de la región 

altamente conservada de la proteína (Figura 2).  

 

Figura 2. Organización estructural de la proteína PARP-1 (modificado de Zaremba T y Curtin NJ. Anticancer Agents Med 

Chem. 2007) 

 

PARP-1 se une a los sitios de daño del ADN, específicamente sobre regiones que 

presentan RCS, mediante dos dominios de dedos de zinc con alta afinidad, 

activando la vía reparación por escisión de bases (REB) y con ello su actividad 

catalítica aumenta 500 veces. PARP-1 cataliza la adición de una unidad de ADP-

ribosa a partir de su sustrato dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD+), 

después de 15 a 30 segundos de iniciar la señal de daño sobre las proteínas 

aceptoras y sobre ella misma, liberando nicotinamida. La reacción es iniciada por 

la formación de un enlace éster entre el aminoácido aceptor (Glutamato, 

Asparagina o Lisina) y la primera ADP-ribosa, la elongación de los polímeros 

involucra la catálisis de un enlace glicosídico, y se ha observado que la 

ramificación de los polímeros ocurre después de 20 unidades de ADP-ribosa y los 

puntos de ramificación son localizados cada 40-50 unidades13. 
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La adición de polímeros de ADP-ribosa ocurre en los extremos amino y carboxilo 

terminal de las histonas H1 y H2B, la cual crea una carga negativa sobre las RCS 

que favorecen la relajación de la cromatina en unos 30 nm y el acceso a los sitios 

dañados para el reclutamiento de las proteínas requeridas para la formación de 

los complejos multiproteícos implicados en la REB y la reparación de RCS del 

ADN (Figura 3)11-13. 

 

Figura 3. El papel de PARP-1 en la reparación de RCS del ADN vía el mecanismo de REB (modificado de Gien LT, Mackay 

HJ. J Oncol. 2010). PARP, poli ADP-ribosilación, ADP, poli Adeno ribosilación, RCS, rupturas de cadena sencilla.  . 

 

PARP-1 también puede regular otras proteínas implicadas en la reparación del 

daño al ADN como ATM. Un estudio reciente demostró que PARP-1 puede 

reclutar a la proteína cinasa ATM en los sitios de RDC15. Interesantemente, otro 
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trabajo demostró que el tratamiento con inhibidores de PARP-1 en células 

deficientes de ATM induce muerte celular in vitro e in vivo16-17. Por otro lado, 

también se ha observado que la síntesis de poli (ADP-ribosa) polimerasa puede 

directamente o indirectamente regular la fosforilación de la histona H2AX, un 

marcador temprano de daño al ADN, lo que resulta en un retraso en la 

fosforilación de H2AX dependiente de ATM13,17. También existe evidencia de que 

PARP-1 puede reclutar a MRE11, otra proteína implicada en la reparación RDC a 

través de RH14.  

 

Inhibidores de PARP-1  

Se ha reportado que PARP-1 se encuentra sobreexpresada en ciertos tipos de 

tumores sólidos y hematológicos, además se ha relacionado con la resistencia a 

agentes quimioterapéuticos10. Por este motivo se han diseñado una serie de 

inhibidores de PARP-1 que están siendo utilizados en el tratamiento contra el 

cáncer. 

Estudios in vitro e in vivo, han demostrado que los inhibidores de PARP-1 pueden 

potenciar los efectos citotóxicos de la radiación ionizante y de agentes 

quimioterapéuticos que dañan el ADN3. Además, estudios preclínicos y clínicos de 

fase I sugieren que los inhibidores de PARP-1 pueden usarse como monoterapia, 

debido a que se ha observado que dan muerte selectiva a células tumorales con 

defectos en vías de reparación del ADN, específicamente aquellas con 

mutaciones en los genes de brca1 y brca24-6. Mutaciones germinales en los genes 

brca1 y brca2 dan lugar a defectos en la reparación de RDC por RH y están 

asociadas con un alto riesgo a desarrollar cáncer de mama6. Por lo tanto, tomar 
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ventaja de las células cancerosas con defectos en vías de reparación del ADN, 

inhibiendo una segunda vía de reparación mediante un fármaco parece ser una 

excelente oportunidad para el tratamiento del cáncer. 

Debido a que el objetivo principal de las vías de reparación del ADN es promover 

la sobrevivencia celular, la inhibición de estas vías podría ser un blanco 

terapéutico contra el cáncer. Todos estos antecedentes demuestran el papel 

fundamental que tiene PARP-1 en la reparación del ADN y sobre otras proteínas 

implicadas en este proceso.  

La gran mayoría de los inhibidores químicos de PARP-1 basan su acción en la 

unión al dominio catalítico de PARP-1, ejerciendo inhibición competitiva mediante 

la interacción transitoria del sitio de unión al NAD+, por lo que estos compuestos 

son denominados inhibidores clásicos o de primera generación. En este grupo se 

puede destacar a la 3-aminobenzamida (3-AB) uno de los primeros inhibidores de 

PARP-1 descrito hace más de 20 años y que ha demostrado una inhibición del 

96% de la actividad de PARP-1 en concentraciones de 1 a 3 mM2, 18. Este 

inhibidor, también ha demostrado efectos en la sensibilización a la radiación 

ionizante y agentes alquilantes en células tumorales como resultado de una 

deficiencia en la reparación del ADN a 5 mM; sin embargo, a esta concentración 

la 3-AB también puede inhibir el metabolismo de la glucosa y la síntesis de novo 

de purinas, precursores necesarios para la síntesis de nucleótidos y de los ácidos 

nucleicos ADN y ARN19, lo que ha motivado al desarrollo de nuevos inhibidores 

más específicos.  
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Diversos estudios han demostrado las características que debe presentar un 

potente inhibidor capaz de bloquear la actividad enzimática de PARP-1 (figura 4): 

este debe poseer un anillo aromático o un sistema heterocíclico poliaromático, 

rico en electrones, que presente un enlace en la posición 3 de la benzamida y un 

grupo amida (-CONH2) con al menos un hidrógeno libre, en forma de protón.  

 

Figura 4. Características estructurales de los inhibidores de PARP-1 (modificado de Curtin NJ. Expert Rev Mol Med. 2005). 

 

Nicotinamida 

Otro inhibidor de PARP-1 de primera generación descrito es la nicotinamida, una 

amida de la vitamina B3 o niacina (figura 5) y un precursor del NAD+. La 

nicotinamida es originada por el catabolismo del NAD+ a través de la activación de 

PARP-1 y a su vez actúa como un inhibidor endógeno de ésta misma produciendo 

una regulación negativa por inhibición competitiva8, 43. La nicotinamida presenta 

una actividad inhibitoria que se va incrementando conforme se adicionan otros 
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grupos químicos en su estructura, por lo que la mayoría de los inhibidores 

químicos de PARP-1 contienen en su estructura a la nicotinamida. Un estudio 

demostró que la nicotinamida puede reducir la actividad de PARP-1 y revertir el 

efecto resistente a cisplatino en células de cáncer de ovario murino. Curtin N y 

sus colaboradores demostraron en el 2005 que la nicotinamida sensibiliza células 

tumorales a radiación ionizante. Otro estudio demostró una disminución en la 

actividad de PARP-1 después del tratamiento con nicotinamida en un modelo 

murino de diabetes 24,40. 

 

Figura 5. Estructura química de la nicotinamida
 

 

Ensayos clínicos con inhibidores de PARP-1 

En el marco preclínico se ha demostrado que los inhibidores de PARP-1 pueden 

potencializar los efectos citotóxicos de la radiación ionizante y de agentes 

quimioterapéuticos, por lo que se han considerado sensibilizadores a 

quimioterapia para el tratamiento contra el cáncer20.  

Un trabajo realizado en modelos murinos con cáncer de mama, melanoma y 

glioma, se demostró que el inhibidor de PARP-1, ABT-888 presenta buena 

biodisponibilidad y potencializa los efectos de los compuestos de platino, 

temozolomida, ciclofosfamida y la radioterapia10. Otro trabajo demostró que otros 
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inhibidores de PARP-1, NU-1025 y PD128763, pueden potenciar el daño 

citotóxico de la temozolomida incrementando el daño al ADN en células L1210 de 

leucemia murina. Otro inhibidor de PARP-1, NU-1085 también demostró un efecto 

como potenciador de la citotóxidad en combinación temozolomida en líneas 

celulares de cáncer de mama, ovario, colon y pulmón20, 21. Actualmente existe una 

nueva generación de inhibidores como AG0146999 (Pfizer), KU0058684 y 

KU0058948 (AstraZeneca) que están siendo estudiados. 

Interesantemente, dos trabajos publicados en la revista Nature en el 2005, 

demostraron que líneas celulares deficientes de BRCA1 y BRCA2 son sensibles a 

los inhibidores de PARP-1. El primero de estos trabajos demostró una 

disminución en la proliferación celular de células deficientes de BRCA-2 tratadas 

con los inhibidores NU1025 y AG143615. En el segundo trabajo, Farmer y sus 

colaboradores demostraron que las células deficientes de BRCA1 y BRCA2 son 

sensibles a los inhibidores de PARP-1, KU0058684 y KU00589486. Estos 

resultados sugieren que los inhibidores de PARP-1 pueden ser particularmente 

útiles para el tratamiento del cáncer con mutaciones en BRCA1 y BRCA2. El 

mecanismo que se ha propuesto para entender el efecto selectivo de los 

inhibidores de PARP-1 se basa en la inhibición de la actividad de PARP-1 la cual 

impide la reparación de RCS por la vía de reparación REB y favorece la 

persistencia e inclusive el aumento de RCS hasta la fase de la replicación del 

ADN, donde la horquilla de replicación puede colapsar dando lugar a la formación 

de RDC, y con ello favorecer la muerte celular. Mientras que en una célula normal 

las RDC son reparadas por la vía de RH a través de BRCA1 y BRCA2. Esto 

sugiere que las células deficientes de BRCA1 y BRCA2 son incapaces de reparar 
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las RDC y, por lo tanto, serán células no viables (Figura 6). Este efecto selectivo 

de los inhibidores de PARP-1 en células deficientes de BRCA1 y BRCA2 se ha 

definido con el término de “letalidad sintética”22. La letalidad sintética ocurre 

cuando se combina la pérdida de genes importantes, por ejemplo, si existe 

pérdida de la función de uno de los genes BRCA1 o BRCA2, y PARP-1 la célula 

puede seguir viviendo pero si existe la perdida de dos de estos genes el efecto 

sería letal para la célula (Figura 6)23. 

 

 

Figura 6. “Letalidad sintética” es el resultado de la pérdida de dos vías de reparación del ADN que llevan finalmente a la 

muerte celular. Cuando una o ambas proteínas BRCA o PARP son funcionales en las vías de reparación del ADN la célula 

puede responder a señales de daño al ADN y sobrevivir sin embargo, cuando ambas proteínas no son funcionales la célula 

es no viable
.
  

 

La teoría de la letalidad sintética fue investigada en un modelo murino deficiente 

de BRCA2 en donde se demostró que el inhibidor de PARP-1, Olaparib 
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(AZD2281, KU-0059436) solo o en combinación con compuestos de platino 

aumentan el intervalo libre de enfermedad y la sobrevivencia total. El tratamiento 

con Olaparib también demostró un efecto sobre la inhibición del crecimiento 

tumoral sin evidencia de efectos tóxicos23.  

La aplicación clínica de los inhibidores de PARP-1 en el tratamiento del cáncer de 

mama, inicialmente se basó en la evidencia preclínica de sus efectos quimio- o 

radio-potenciadores; enseguida se hicieron estudios de monoterapia con 

inhibidores PARP-1 en líneas celulares y modelos murinos deficientes de BRCA1 

y BRCA2 (Tabla 2). Existen actualmente varios inhibidores que están siendo 

probados en fases clínicas y que se muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 2. Inhibidores de PARP-1 en diferentes fases de estudios clínicos.  
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Estos datos sugieren que los inhibidores de PARP-1 pueden ser particularmente 

útiles para el tratamiento del cáncer con mutaciones en BRCA1 y BRCA2. 

Estudios etiológicos en cáncer han demostrado que el 50% de los casos de 

cáncer de mama hereditario está asociado con mutaciones en BRCA1 y cerca del 

90% de los individuos que presentan estas mutaciones tienen entre 50 y 80% de 

riesgo a desarrollar cáncer de mama después de los 70 años4.  

Agentes quimioterapéuticos: cisplatino 

Los agentes quimioterapéuticos que tienen como blanco el ADN ha demostrado 

ser los más efectivos en la terapia clínica debido a que incrementan el tiempo de 

sobrevivencia del paciente con cáncer, desafortunadamente suelen ser 

extremadamente tóxicos. Por tal motivo, diversos grupos de investigación se han 

dado a la tarea de buscar agentes mucho más selectivos para el tratamiento del 

cáncer y mucho menos tóxicos.  

El cisplatino o cis-diaminodicloroplatino(II) (CDDP) es un medicamento basado en 

el elemento platino y es usado en quimioterapia para el tratamiento de varios tipos 

de cáncer. Cuando es administrado, uno de los grupos funcionales de cloro es 

desplazado por una molécula de agua, la cual permite que el átomo de platino se 

inserte en  el ADN (Figura 7). En consecuencia, se produce la unión cruzada entre 

dos bases nitrogenadas del ADN y el desplazamiento del otro átomo de cloro. 

Esta unión covalente ocurre en las guaninas adyacentes en el surco mayor del 

ADN y como resultado dobla el ADN en este sitio. Esta distorsión del ADN 

favorece el acceso a proteínas de unión al ADN implicadas en la transcripción, 

como la proteína de unión a la caja TATA, TBP (del inglés TATA binding protein) 
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lo que resulta en la formación de un complejo ADN-proteína fuertemente unido, 

impidiendo de esta forma la síntesis del ADN49. 

 

Figura 7. Mecanismo de acción del cisplatino (modificado de Hall MD, Alderden RA, Zhang M, Beale PJ, Cai Z, Lai B, 
Stampfl AP, Hambley TW. J Struct Biol. 2006). 
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ANTECEDENTES 

Un estudio reciente demostró que la nicotinamida puede disminuir la proliferación 

celular y aumentar la apoptosis en células de leucemia crónica47. Otro estudio 

demostró que la nicotinamida presenta efectos sinérgicos con valproato en las 

líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 y de páncreas MIAPaca-2, 

disminuyendo la viabilidad celular y promoviendo la apoptosis43,44. Y también se 

ha demostrado que la nicotinamida tiene un efecto antiproliferativo en células de 

cáncer de próstata45. 

Por otro lado, también se ha reportado que la nicotinamida puede actuar como 

radiosensibilizador en combinación con carbógeno (95% oxigeno ±5% dióxido de 

carbono) en cáncer de pulmón de células no pequeñas y carcinoma escamoso46, 

47. 

Interesantemente, diversos estudios han sugerido que los compuestos capaces 

de inhibirla actividad de PARP-1 pueden ser particularmente útiles para el 

tratamiento del cáncer con mutaciones en BRCA1, solos o en combinación con 

agentes quimioterapéuticos y con radioterapia. Con base en estos antecedentes, 

el presente trabajo se enfocó en analizar el efecto de nicotinamida como inhibidor 

de PARP-1 en células de cáncer de mama deficientes de BRCA-1, como posible 

inductor de letalidad sintética.   
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JUSTIFICACIÓN 

El aumento en la expresión de proteínas asociadas con los mecanismos de 

reparación del ADN, así como de su actividad, ocasiona resistencia a agentes 

antineoplásicos en células tumorales.  

Las proteínas PARP-1 y BRCA1 están implicadas en el reconocimiento y 

reparación de daño al ADN, por lo que pueden ser blancos terapéuticos.  

Investigar el efecto de nicotinamida sobre la inhibición de PARP-1, en un modelo 

deficiente para BRCA1, permitirá evaluar la sensibilización de células de cáncer 

de mama expuestas a agentes antineoplásicos y radioterapia. 

 

HIPÓTESIS 

La nicotinamida como inhibidor de PARP-1, sensibilizará a las células deficientes 

de BRCA1 a los efectos citotóxicos del cisplatino y radioterapia. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de la Nicotinamida, en combinación con cisplatino y 

radioterapia, en células de carcinoma mamario deficientes de BRCA1. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Evaluar el efecto de la nicotinamida sobre la actividad de PARP-1 in vitro. 

2. Analizar el efecto de nicotinamida como inhibidor de PARP-1 en presencia de 

daño al ADN en las líneas celulares MDA-MB-436, MDA-MB-231 y MCF-7 de 

carcinoma mamario.  

3. Determinar la CI50 del tratamiento con nicotinamida y cisplatino en las líneas 

celulares MDA-MB-436, MDA-MB-231 y MCF-7 de carcinoma mamario.  

4. Analizar el efecto de la combinación nicotinamida y cisplatino en las líneas 

celulares MDA-MB-436, MDA-MB-231 y MCF-7 de carcinoma mamario.  

5. Determinar mediante curvas de sobrevida la DL50 de radiación ionizante en 

las líneas celulares MDA-MB-436, MDA-MB-231 y MCF-7 de carcinoma 

mamario.  

6. Determinar el efecto de nicotinamida como radiosensibilizador en las líneas 

celulares MDA-MB-436, MDA-MB-231 y MCF-7 de carcinoma mamario 

expuestas a radiación ionizante.  
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MATERIAL Y METÓDOS 

Líneas celulares 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares derivadas de adenocarcinoma de 

mama: MDA-MB-436, MCF-7 y MDA-MB-231. Las células MDA-MB-436 

presentan una mutación en el exón 20 de BRCA1 en la posición 5396 (+1G>A) 

clasificada como patogénica debido a que da como resultado una proteína 

truncada no funcional, mientras que MCF-7 expresa BRCA1 silvestre, pero en 

bajos niveles y MDA-MB-231 que expresa BRCA1 silvestre y en niveles normales. 

Cultivos celulares. 

El medio de cultivo utilizado para las líneas celulares fue Eagle modificado por 

Dulbecco con F12, pH de 7.4 (DMEM-F12, Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EUA) 

suplementado con suero fetal bovino (SFB; Gibco) al 10% (v/v) y una solución 

comercial de antibióticos compuesta por 100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de 

estreptomicina (Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA).  

Ensayo de actividad para PARP-1 in vitro y con la proteína PARP-1 

endógena en células MDA-MB-436.  

El ensayo de actividad de PARP-1 in vitro se realizó mediante la incubación con 

diferentes dosis de nicotinamida (Sigma Aldrich) (50, 100, 200, 500, 750 y 1000 

µM) durante una hora en presencia de una proteína recombinante PARP-1 como 

se utilizó sustrato NAD+ marcado. La reacción se llevó acabo en una placa de 96 

pozos con proteínas histonas acopladas al fondo de cada uno de los pozos y las 

cuales fueron el blanco de los polímeros de ADP-ribosa. Después del tiempo de 
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incubación se analizó la actividad de PARP-1 mediante un ensayo colorimétrico 

de Trevigen Universal (Trevigen Inc., Gaithersburg, MD, USA), de acuerdo a las 

especificaciones proporcionadas por el fabricante. 

Para el ensayo con la proteína endógena se obtuvo un botón celular mediante 

tripzinización y posteriormente fue resuspendido en 50 µl de Buffer PARP 1X (0.5 

M NaCl, 1% de NP-40, 0.4 M PMSF e inhibidor de proteasa) y fue incubado en 

hielo por 30 min con agitación. Posteriormente fue centrifugado a 13,000 rpm por 

10 min, y se determinó la concentración de proteínas mediante el método de 

Bradford52. Se colocaron 30 µg por muestra en una placa de 96 pozos por 

duplicado en presencia de Buffer de PARP 1X y coctel PARP durante 1h a 

temperatura ambiente en presencia de nicotinamida (50, 100, 200, 500, 750 y 

1000 µM). En seguida, se analizó la actividad de PARP-1 mediante un ensayo 

colorimétrico de Trevigen, con modificaciones. La actividad de PARP-1 fue 

calculada utilizando una curva estándar.  

Inmunofluorescencia  

Las células fueron sembradas en portaobjetos y 24 h después se agregaron las 

diferentes dosis de nicotinamida (0.5, 0.75, 1,5, y 10 mM). Como control positivo 

se indujo daño al ADN con 10mM de H2O2 por 10 min y a continuación las células 

se fijaron con paraformaldehído por 10 min. Después se permeabilizaron y se 

bloquearon con una solución de suero fetal de caballo al 10%, albumina al 15% y 

SFB al 1% en PBS por 1 h. El anticuerpo primario anti-pADPr (dilución 1:75, clona 

H10 de Santa Cruz) fue incubado toda la noche a 4°C. En seguida se incubó por 

1h con un anticuerpo secundario acoplado con Alexa Fluor-488 (dilución 1:500; 

anti-ratón, Invitrogen). Las laminillas fueron montadas con ProLong Gold antifade 
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reagent con 4,6-diamino-2-fenilindola (DAPI) (Invitrogen, Molecular Probes, 

Oregon, USA). Y fueron visualizadas en un microscopio confocal multifotón laser 

780 NLO, Carl Zeiss (Hamburgo, Alemania). 

Ensayo de proliferación celular 

Se sembraron 2 x103 células por pozo en una placa de 96 pozos a 37°C, con una 

atmósfera húmeda de 5% de CO2 y posteriormente fueron tratadas con diferentes 

dosis de nicotinamida (0, 1, 10 y 30 mM) durante 1, 3 y 6 días. Después del 

tiempo de incubación se agregaron 10 µl de la solución CCK-8 (kit comercial Cell 

Counting Kit-8, Dojindo Molecular Technologies, Inc. USA) y se incubaron durante 

4 h a 37°C y una atmosfera húmeda de 5% de CO2.. Finalmente se leyó la placa 

en modo absorbancia a 450 nm, usando un lector de ELISA. Los datos fueron 

normalizados mediante una curva patrón en donde el número de células era 

conocido. 

Análisis de la viabilidad celular 

Se sembraron 9 x 104células en cajas de 24 pozos a 37°C, con una atmósfera 

húmeda de 5% de CO2, y posteriormente fueron tratadas con diferentes dosis de 

nicotinamida y cisplatino para determinar la CI50 (Concentración Inhibitoria) con 

cada uno de los tratamientos. Después de tres días de incubación con 

nicotinamida y 24 h con cisplatino las células se fijaron con formaldehido al 10% 

toda la noche a 4ºC. A continuación fueron teñidas con cristal violeta al 0.05%y 

finalmente se agregó ácido acético al 33% y se colocaron durante 15 min en 

agitación después se leyó la placa en el lector de ELISA a 570 nm. La cantidad de 

cristal violeta es proporcional a las células que fueron fijadas y, que por 
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consiguiente, eran viables al final del tratamiento. Finalmente, la IC50 de cada 

tratamiento fue determinada mediante el programa Sigma Plot 10.0. 

Ensayo clonogénico 

Se sembraran 2.5 x 105 células MDA-MB-436, MDA-MB-231 y MCF-7 en botellas 

de cultivo con una superficie de 25 cm2 a 37°C, con una atmósfera húmeda de 5% 

de CO2. Después de 24 h de incubación fueron expuestas a diferentes dosis de 

radiación 0.5, 1 y 1.5 Gy para las células MDA-MB-436, 2, 4 y 6 Gy para la línea 

MDA-MB-231 y para las células MCF-7 fue 1, 3 y 5 Gy con el equipo Theraton 

Phoenix (fuente de poder Cobalto 60). Después de la radiación se obtuvo un 

botón celular mediante el método de tripzinación y se sembraron 1,000 células 

irradiadas en cajas p60 por 24 y 14 días, dependiendo del tiempo de duplicación 

celular de cada una de las líneas celulares. Posteriormente, se fijaron y se tiñeron 

las colonias formadas con formaldehido al 10 % y finalmente, se contaron las 

colonias formadas con 50 células en un microscopio estereoscópico Leica. A 

continuación se determinó la DL50 (Dosis Letal) para posteriormente analizar el 

efecto de la combinación nicotinamida y radiación ionizante mediante estos 

mismos ensayos. Los resultados se expresaron en porcentaje de supervivencia58. 

Silenciamiento de PARP-1 mediante RNAs de interferencia 

Las células MDA-MB-436 fueron sembradas en cajas de 6 pozos a una 

confluencia de 1.5 X 105  en 2 ml de medio Optímem y después de 24 h fueron 

transfectadas con lipofectamina RNAiMAX y RNA de interferencia (siRNA) 

específico para PARP-1 (Ambrion. Cat#4390824). El control negativo fue 

lipofectamina RNAiMAX con siRNA inespecífico (Ambrion. Cat#4390844). 
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Después de 24 h de exposición a los siRNAs las células fueron tratadas 24 h con 

cisplatino, transcurrido este tiempo el medio fue reemplazado con medio nuevo 

por otras 24 h. Las células fueron cultivadas a 37°C con una atmosfera húmeda 

que contenía 5% de CO2. Finalmente, después de 72 h de tratamiento el medio 

fue aspirado y se analizó la viabilidad celular mediante un ensayo con cristal 

violeta, como se describió anteriormente. Para comprobar el efecto inhibitorio de 

los siRNAs analizamos los niveles de la proteína PARP-1 mediante western blot.  

Extracción de proteínas  

Después de las 72 h de tratamiento con los siRNAs y cisplatino se obtuvo el botón 

de las células MDA-MB-436 mediante tripzinación. A continuación los botones 

celulares fueron resuspendidos en 100μl de buffer de lisis para la extracción de 

proteínas mediante el método de RIPA (RadioImmunoPrecipitation Assay, 1% 

Nonidet P-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, NaCl2, Tris 50mM) se 

adicionó un inhibidor de proteasas PMSF (1mM) y 1X de cocktail de inhibidor de 

proteasas (# Cat. P8340, Sigma-Aldrich). La concentración de proteínas de cada 

uno de los lisados se cuantifico mediante el método el método de Bradford52 y se 

almacenaron a -20ºC para su posterior análisis. 

Western blot.  

Se tomó el volumen equivalente a 60μg de proteínas por muestra y se mezclaron 

en un tubo con buffer desnaturalizante (Tris-HCL 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, 150mM 

de β-mercaptoetanol, 150mM de Ditrioteitol, 1% de azul de bromofenol y 30% de 

glicerol) y se colocaron en ebullición durante 7 min. Las muestras se cargaron en 

un gel desnaturalizante al 10% (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) y 
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posteriormente se realizó la transferencia de proteínas a una membrana de 

polifluoruro de vinilideno o PVDF con un poro de 0.22 µm. Para confirmar la 

transferencia de las proteínas a la membrana ésta se tiño con Rojo de Ponceau (# 

Cat. P7170, Sigma-Aldrich) y se incubó en la solución de bloqueo (Tween-TBS 

0.1% y 5% de leche baja en grasas, TTBS) durante toda la noche. Después del 

bloqueo, la membrana se incubó con el anticuerpo primario anti-PARP-1 (1:1000) 

(Cell Signaling)), y anti-actina (Santa Cruz, Biotechnology) en TTBS toda la noche 

a 4°C. Transcurrido este tiempo se realizaron dos lavados de 25 min y 

posteriormente se re-incubo la membrana con el anticuerpo secundario anti-

conejo (1:1000) y anti-ratón (1:1000) (Santa Cruz, Biotechnology), 

respectivamente, ambos acoplado a peroxidasa de rabano durante una hora a 

temperatura ambiente, después se realizaron tres lavados de 20 min con TTBS y 

finalmente las proteínas fueron visualizadas mediante un sustrato 

quimioluminiscente (Inmunodetected, Millipore) en el equipo CDigit Scanner 

Oddysey CLx (Licor, Lincoln, Nebraska USA). 

Análisis del sinergismo 

El análisis de sinergismo se realizó mediante el método Chou Talalay, el cual 

permite la identificación de las interacciones entre dos fármacos, 

independientemente del mecanismo de acción de los fármacos individuales. El 

análisis del sinergismo fue determinado mediante el cálculo del “índice de 

combinación” (IC) usando la siguiente ecuación:  

CIx=(D1/Dx1)+(D2/Dx2)+a(D1)(D2)/(Dx1)(Dx2) 

Donde CIx representa el valor de IC para un efecto citotóxico en relación al 

crecimiento celular, Dx1 y Dx2 representan las dosis de los fármacos 1 y 2 

requeridos de manera individual para ejercer un efecto citotóxico, D1 y D2 

representan las dosis de los agentes 1 y 2 que inducen el mismo efecto citotóxico 
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en combinación con el otro agente, respectivamente. La variable “a” indica el tipo 

de interacción: a=0, fármacos con el mismo mecanismo de acción, a=1 para un 

mecanismo de acción diferente; en este caso se utilizó la variable a=1. Un IC de 1 

indica un efecto aditivo, un IC <1 un efecto sinergico y un IC > un efecto 

antagónico. Los datos de la ecuación fueron obtenidos mediante el programa 

Sigma Plot versión 10.0 

Análisis estadístico.  

El análisis estadístico se realizó mediante un análisis de varianzas (ANOVA) y las 

diferencias estadísticas entre grupos se establecieron por la prueba de Bonferroni 

utilizando el programa computacional GraphPad Prism versión 5. Las diferencias 

se consideraron significativas cuando p < 0.001. 

 

 

RESULTADOS 

 

 

La nicotinamida inhibe la actividad de PARP-1 in vitro y de la proteína PARP-

1 endógena en células MDA-MB-436. 

La nicotinamida, un producto de la catálisis de NAD+ actúa como un inhibidor 

natural de PARP-1 in vitro y la mayoría de los inhibidores de PARP-1 se basan en 

su farmacóforo23. Sin embargo, no existen evidencias de su efecto como inhibidor 

de PARP-1 en células tumorales.  

Para comprobar el efecto de nicotinamida como inhibidor de PARP-1 primero se 

analizó la actividad de PARP-1 in vitro con diferentes concentraciones de 

nicotinamida (50 a 1000 µM) en presencia de NAD+ marcado, el cual se utilizó 

como sustrato para la reacción, y una proteína PARP-1 recombinante. Después 

de 1 h de incubación se analizaron los niveles de actividad de PARP mediante 
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una reacción colorimétrica. Como podemos observar en la figura 1 la actividad de 

PARP-1 disminuyó significativamente a partir de 500 µM.  

 

 

 

FIGURA 1. Efecto de la nicotinamida (NAM) sobre la actividad de PARP-1 in vitro. Para determinar el efecto de NAM sobre 

la ADP-ribosilación, se incubo la enzima recombinante PARP-1por 1 h con diferentes concentraciones de NAM. Los 

resultados representan el promedio de tres experimentos independientes por duplicado. Las diferencias significativas 

fueron determinadas mediante una prueba de ANOVA de una vía y la prueba de comparación múltiple Bonferroni  *p < 

0.001. 

 

A continuación, se determinó el efecto de nicotinamida como inhibidor de la 

actividad de PARP-1 endógena en células MDA-MB-436 de carcinoma mamario 

deficientes de BRCA1 mediante una modificación del ensayo de actividad de 

PARP-1 in vitro35. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de 

nicotinamida de 500 a 1000 µM durante una hora y posteriormente se analizó la 

actividad de PARP-1. Como podemos observar en la figura 2 la nicotinamida 

disminuye significativamente la actividad de PARP-1 en las células tratadas a 

* 

* * * 
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partir de 500 µM. Como control positivo del experimento se utilizó el inhibidor de 

PARP-1, 3-aminobenzamida (3-AB) ampliamente reportado.  

 

FIGURA 2. Efecto de la NAM sobre la actividad endogena de PARP-1. Para determinar el efecto de NAM como inhibidor de 

la ADP-ribosilación se utilizaron extractos de células MDA-MB-436 deficientes de BRCA1 con diferentes concentraciones 

de NAM. Como control positivo se utilizó el inhibidor de PARP-1, 3-aminobenzamida (3-AB). Los resultados representan el 

promedio de tres experimentos independientes por duplicado. Las diferencias significativas fueron determinadas mediante 

una prueba de ANOVA de una vía y la prueba de comparación multiple Bonferroni  *p < 0.001. 

 

La nicotinamida inhibe la formación de polímeros de ADP-ribosa en 

presencia de daño al ADN.  

 

Posteriormente, se analizó si el daño al ADN inducido por H2O2 es capaz de 

inducir la actividad de PARP-1 y por lo tanto, de activar la maquinaria de 

reparación del ADN dañado. Para ello, se trataron células de cáncer de mama 

MDA-MB-436 (deficientes de BRCA-1), MCF-7 (bajos niveles de BRCA-1) y MDA-

MB-231 (proficiente de BRCA1) con H2O2 a 10 mM durante 10 min y se analizó la 

activación de PARP-1 por inmunofluorescencia del polímero de poli (ADP-ribosa, 

* * 

* * 
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verde). Como podemos observar en la figura 3 la superposición de las imágenes 

muestran que H2O2 induce la formación de PAR en los núcleos, y el 

pretratamiento con nicotinamida contrarresta la activación de PARP-1 inducida 

por H2O2 de forma dosis dependiente.  

 

FIGURA 3. Efecto de NAM sobre la formación de polímeros de ADP-ribosa(PAR) (verde) dentro del núcleo en presencia de 

daño al ADN. El efecto de NAM fue determinado por inmunofluorescencia en células MDA-MB-436 (deficientes de BRCA1), 

MDA-MB-231 (BRCA1 silvestre), y MCF-7 (bajos niveles de BRCA1) de cáncer de mama. Las células fueron expuestas a 

diferentes dosis de NAM durante 1 h previa a la exposición de H2O2 (10 mM). Los núcleos fueron marcados con 4,6-

diamino-2-fenilindol (DAPI) (azul). Las células se cultivaron sobre laminillas y fueron fijadas 10 min después del tratamiento 

con H2O2.   
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El tratamiento con nicotinamida reduce la proliferación de las células MDA-

MB-436.  

Se ha observado en estudios preclínicos y clínicos de fase I que los inhibidores de 

PARP-1 pueden usarse como monoterapia contra el cáncer debido a que inducen 

muerte selectiva de células tumorales con defectos en vías de reparación del 

ADN, específicamente aquellas con mutaciones en los genes de BRCA1 y 

BRCA24-6. Por lo que en este trabajo se analizó el efecto de la nicotinamida en la 

viabilidad de las células epiteliales de cáncer de mama MDA-MB-436 a partir de 1 

día de tratamiento y hasta 6 días de exposición. Como podemos observar en la 

figura 4 la viabilidad celular disminuyó significativamente después de tres días de 

exposición con 30 mM de nicotinamida (Figura 4).   

 

FIGURA 4. Análisis del efecto de diferentes concentraciones con NAM sobre la proliferación de células MDA-MB-436, 

mediante el método CCK-8.  
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El tratamiento con nicotinamida y cisplatino inhiben la viabilidad celular de 

células de carcinoma mamario. 

Posteriormente, se determinó si el efecto de nicotinamida sobre la viabilidad de 

las células MDA-MB-436 es dependiente del estado de BRCA1. Para ello, 

analizamos otras dos líneas celulares de carcinoma mamario con diferentes 

estados de BRCA1, MCF-7 la cual presenta bajos niveles de BRCA1 y MDA-MB-

231, con niveles normales de BRCA1. Dichas células fueron expuestas 72 h a 

diferentes dosis de nicotinamida y después del tiempo transcurrido fueron 

analizadas mediante un ensayo con cristal violeta. Como podemos observar en la 

figura 5A la nicotinamida disminuye significativamente y de manera dosis 

dependiente la viabilidad celular en las tres líneas tumorales. A continuación, se 

determinó la concentración inhibitoria 50 (CI50) con nicotinamida en la cual hay 

un 50% de muerte celular en cada una de las líneas tumorales con el programa 

Sigma Plot 10.0. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 1 de resultados.  
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FIGURA 5. Efecto de la NAM y cisplatino sobre la viabilidad celular. Se realizaron curvas dosis-respuesta para determinar 

la CI50 con NAM después de 72 h de tratamiento (A) y 24 h con cisplatino (B) en células MDA-MB-436 (deficientes de 

BRCA1),  MDA-MB-231 (BRCA1 silvestre), y MCF-7 (bajos niveles de BRCA1) mediante el programa Sigma Plot 10.0. 
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En la actualidad el tratamiento con cisplatino es utilizado como “tratamiento de 

primera línea” en pacientes con cáncer de mama, sin embargo presenta severos 

efectos secundarios 28.  

Con base en estos antecedentes, se analizó el efecto de cisplatino en la viabilidad 

de las líneas tumorales MDA-MB-436, MDA-MB-436 y MCF-7 mediante un 

ensayo con cristal violeta. Las células fueron expuestas 24 h a cisplatino y 

transcurrido este tiempo se incubaron 24 h más con medio solo. Como podemos 

observar en la figura 5B los niveles de viabilidad celular disminuyeron de manera 

dosis dependiente en cada una de las líneas tumorales. A continuación, a partir 

de estas curvas se determinó la CI20 para cada una de las líneas de cáncer de 

mama mediante el programa Sigma plot 10.0 para su posterior combinación con 

nicotinamida. Los datos obtenidos se muestras en la Tabla 1 de resultados. 

 

 

Tabla 1. Determinación de la concentración inhibitoria (CI50) con nicotinamida en tres líneas celulares 

de cáncer de mama. 
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Efecto de nicotinamida como sensibilizador al tratamiento con cisplatino en 

células de carcinoma mamario. 

Por otro lado, se ha demostrado que los inhibidores de PARP pueden actuar 

como sensibilizadores a la quimioterapia y radioterapia en diferentes tipos de 

cáncer28. Otros reportes han demostrado que los inhibidores de PARP-1 (PJ34 y 

BS1-201) pueden potenciar los efectos citotóxicos de compuestos derivados del 

platino que tiene como blanco inducir daño al ADN3.  

Para ello utilizamos los valores calculados para la CI20 con cisplatino en 

combinación con diferentes dosis de nicotinamida (5-40 mM) por 72 h (tres días) 

de tratamiento. El tratamiento fue administrado de la siguiente manera: después 

de 24 h de exposición con nicotinamida (día uno) el medio fue complementado 

con nicotinamida más cisplatino por 24 h (día dos) y transcurrido este tiempo el 

medio fue sustituido nuevamente con nicotinamida por 24 h más (día tres). Como 

se observa en la figura 6 la combinación nicotinamida con cisplatino disminuyó 

significativamente la viabilidad celular a partir de 10 mM de nicotinamida en las 

tres líneas de carcinoma mamario.  
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FIGURA 6. Efecto de NAM, en combinación con cisplatino, sobre la viabilidad de células MDA-MB-436 (deficientes de 

BRCA1, A),  MDA-MB-231 (BRCA1 silvestre, B), y MCF-7 (bajos niveles de BRCA1, C). Las células fueron tratadas con 

diferentes dosis de NAM por 72 h y Cisplatino (CIS) por 24 h. Los resultados representan el promedio de tres experimentos 

independientes. *Diferencias significativas con respecto a NAM vs NAM-CIS (p < 0.001). ** Diferencias significativas con 

respecto a CIS vs NAM-CIS (p < 0.001) El nivel de significancia fue calculado mediante la prueba de ANOVA de dos vías y 

comparación múltiple Bonferroni. 

 

Con el fin de determinar el efecto sinérgico de la combinación nicotinamida y 

cisplatino los datos fueron analizados mediante método de Chou-Talalay, el cual 

indica el tipo de interacción entre dos fármacos con diferentes mecanismos de 

acción a través del análisis de isobolograma. Como se puede observar en la 

Tabla 2 el análisis demostró que la combinación nicotinamida y cisplatino produce 

un efecto sinérgico antiproliferativo en las células MDA-MB-436 y MCF-7.  
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“Índices de Combinación (Cix) de los efectos farmacológicos de la Nicotianamida y el Cisplatino en tres líneas celulares de 

cáncer de mama, con base en el método de Chou-Talalay
56

  

 

Efecto del RNA de interferencia para PARP-1 en células MDA-MB-436.  

Con el fin de comprobar si la disminución en los niveles de viabilidad celular se 

debía al efecto de nicotinamida como inhibidor de PARP-1 específicamente, 

utilizamos un siRNA específico para PARP-1 en células MDA-MB-436. Como 

podemos observar en la figura 7 la depleción de PARP-1 disminuyó ligeramente la 

viabilidad celular después del tratamiento con cisplatino.  
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FIGURA 7. Efecto del RNA de interferencia (siRNA) específico para PARP-1 en células MDA-MB-436. Las células fueron 

tratadas con siRNA para PARP-1, como control negativo se utilizó un siRNA inespecífico y cisplatino (cis). El análisis de la 

viabilidad celular fue determinado mediante un ensayo de cristal violeta. *Diferencias significativas con respecto al control 

(p < 0.001). El nivel de significancia fue calculado mediante la prueba de ANOVA de dos vías y comparación múltiple 

Bonferroni.  
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Efecto de nicotinamida como radiosensibilizador en células de cáncer de 

mama. 

En los primeros estudios realizados con el inhibidor de PARP-1, 3-

aminobenzamida swe observó que podía potenciar la sensibilidad a la radiación 

ionizante por inhibición de la poli-(ADP-ribosilación)55. Más tarde otro estudio 

demostró que la nicotinamida también poddía aumentar la eficiencia de la 

radioterapia en carcinoma de vejiga57. Sin embargo, no existen ninguna evidencia 

en cáncer de mama. 

Para determinar la sensibilidad de las células deficientes de BRCA1 (MDA-MB-

436), con bajos niveles de BRCA1 (MCF-7) y proficientes de BRCA1 (MDA-MB-

231) a la radiación ionizante, utilizamos ensayos de formación de colonias (CFA). 

Para ello, primero, se realizaron curvas de sobrevivencia celular para determinar 

cuál era la Dosis Letal (DL50). La DL50, se define como la dosis de radiación 

(medida en Greys [Gy]) necesaria para inducir el 50% de la muerte celular. 

Como se puede observar en la figura 8 las tres líneas celulares de cáncer de 

mama mostraron diferentes niveles de sensibilidad a la radiación ionizante, siendo 

las células MDA-MB-436 las más sensibles a la radiación ionizante en 

comparación con las células MDA-MB-231. Y cabe resaltar que las células MCF-7 

resultaron ser las más resistentes. 
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FIGURA 8. Curvas de sobrevida. Para determinar la dosis letal (DL) en las líneas celulares MDA-MB-436 (deficientes de 

BRCA1, A),  MDA-MB-231 (BRCA1 silvestre, B), y  MCF-7 (bajos niveles de BRCA1, C) después de la exposición a 

diferentes dosis de radiación ionizante (RI. Unidades en grey [Gy]) con el equipo Theratron Phoenix Co60. Las células 

MDA-MB-231 y MCF7 fueron incubadas por 14 días mientras que las células MDA-MB-436 se incubaron por 24 días. Los 

resultados se expresan en porcentaje de sobrevivencia celular. 

 

A continuación con los datos obtenidos para la DL50 de cada una de las líneas 

celulares se evaluó el efecto de la nicotinamida en combinación con radiación 

ionizante. Los resultados demostraron que la nicotinamida disminuye 

significativamente la sobrevivencia celular de las células MDA-MB-436 y MDA-

MB-231 comparadas con los controles expuestos solo a radiación ionizante. 

Interesantemente, se observó que las células MCF-7 no mostraron diferencias 

significativas aun con la concentración más alta de nicotinamida (Figura 9).  
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FIGURA 9. Efecto de NAM como sensibilizador a la radiación ionizante. Las células MDA-MB-436 (deficientes de BRCA1, 
A),  MDA-MB-231 (BRCA1 silvestre, B), y  MCF-7 (bajos niveles de BRCA1, C) fueron tratadas con diferentes 
concentraciones de nicotinamida (NAM) por 72 h en combinación con radiación ionizante (NAM-R). Los resultados 
representan el promedio de tres experimentos independientes. *Diferencias significativas entre NAM vs NAM-R (p < 0.001). 
** Diferencias significativas con respecto a R vs NAM-R (p < 0.001) El nivel de significancia fue calculado mediante una 
prueba de ANOVA de dos vías y una prueba de comparación múltiple Bonferroni.  

 

Discusión 

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la nicotinamida inhibe el 

crecimiento de las líneas celulares de carcinoma mamario MDA-MB-463, MDA-

MB-231 y MCF-7 de manera dosis dependiente. También se observó que la 

depleción de PARP-1 mediante siRNAs reduce la viabilidad de las células 

deficientes de BRCA1. Nuestros resultados también demostraron que la 

nicotinamida incrementa los efectos citotóxicos del tratamiento con cisplatino y de 

la radiación ionizante en las células MDA-MB-436, MCF-7 y MDA-MB-231 de 

carcinoma mamario.  
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En la actualidad existe un numeroso grupo de inhibidores de PARP-1 que están 

siendo evaluados en estudios preclínicos como monoterapia o en combinación 

con agentes alquilantes o radioterapia. Sin embargo, el tiempo de desarrollo para 

estos fármacos es muy extenso en la mayoría de los casos debido a los estudios 

farmacocinéticos que se deben realizar para determinar qué tan seguro es el 

fármaco para el paciente, su eficacia y las dosis máximas toleradas, lo que genera 

un alto costo para poder llevar a cabo todos estos estudios que se requieren. En 

este sentido, el reposicionamiento farmacéutico de medicamentos utilizados en 

otros padecimientos y que podrían tener una actividad antitumoral podrían ser una 

buena alternativa mucho más rápida de utilizar para el paciente con cáncer.  

Un ejemplo de ello es la nicotinamida, la cual se reportó como uno de los primeros 

inhibidores de PARP-1 sin embargo, su efecto como agente antitumoral no ha 

sido evaluado. La nicotinamida ha sido utilizada ampliamente en diferentes 

padecimientos dermatológicos, metabólicos y desordenes psiquiátricos41.  

Algunos estudios en cáncer han demostrado que la nicotinamida puede utilizarse 

en combinación con radioterapia acelerada y carbógeno (ARCON) como 

radiosensibilizador45-46. El presente estudio demostró que la nicotinamida inhibe la 

actividad de PARP-1 in vitro, y estos resultados concuerdan con reportes 

previos23, 38. Nosotros también observamos que la nicotinamida inhibe la actividad 

de PARP-1 endógena en células deficientes de BRCA1, MDA-MB-436.  

PARP-1, es una proteína nuclear que actúa como un sensor de daño al ADN. 

Cuando ocurre un daño al ADN, PARP-1 se activada y se une al sitio dañado en 

donde adiciona largas ramificaciones de polímeros de (ADP-ribosa) sobre 
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diferentes proteínas como histonas, factores de transcripción y la propia PARP-1, 

permitiendo la relajación de la cromatina y con ello el reclutamiento de proteínas 

implicadas en la reparación del ADN. En este sentido nuestros resultados 

demostraron que la nicotinamida inhibe la ADP-ribosilación en presencia de daño 

al ADN inducido por H2O2 de manera dosis dependiente en las líneas MDA-MB-

436, MDA-MB-231 y MCF-7 de cáncer de mama, lo que sugiere que la 

nicotinamida bloquea la reparación del ADN a través de la inhibición de PARP-1. 

Este resultado fue observado en las tres líneas tumorales de cáncer de mama, lo 

que sugiere un efecto independiente del estado de BRCA1.  

A continuación, analizamos si la inhibición de PARP-1 por nicotinamida o 

mediante siRNA específico para PARP-1 tiene algún efecto sobre la viabilidad 

celular, nuestros resultados demostraron que ambas condiciones experimentales 

reducen la viabilidad celular. 

Por otro lado, se ha reportado que la inhibición de PARP-1 puede potenciar los 

efectos de agentes antineoplásicos como compuestos de platino, temozolomida y 

ciclofosfamida en células deficientes de BRCA10. Otro estudio demostró que el 

inhibidor de PARP-1, AZD2281, en combinación con cisplatino tiene un efecto 

sinérgico sobre la inhibición del crecimiento celular de células deficientes de 

BRCA249. Estos reportes concuerdan con nuestros resultados en donde 

observamos que la nicotinamida en combinación con cisplatino disminuye 

significativamente la viabilidad celular en las tres líneas de carcinoma mamario 

independientemente del estado de BRCA1. Lo que sugiere que la nicotinamida 

induce letalidad sintética en células de cáncer de mama deficientes de BRCA1 

como en el caso de los otros inhibidores de PARP-1 anteriormente reportados.  
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La inactivación de la reparación de RCS por inhibidores de PARP-1 durante la 

fase S induce a la formación de RDC y con ello confieren sensibilidad a agentes 

quimioterapéuticos y radiación ionizante 5.  Nuestros resultados demostraron que 

la nicotinamida actúa como un radiosensibilizador en células deficientes de 

BRCA1 (MDA-MB-436) y p53 (MDA-MB-231) comparadas con las células MCF-7. 

Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con reportes previos donde se 

observó que las células MCF-7 muestran resistencia a muerte celular inducida por 

radiación ionizante debido a la inactivación de la caspasa 3. 

Los resultados con el siRNA específico para PARP-1 demostraron que la 

depleción de PARP-1 disminuye ligeramente la viabilidad celular, esto podría ser 

debido a que la nicotinamida ejerce diversas funciones biológicas incluyendo la 

inhibición de SIRT1 (del inglés silent mating type information regulation 2, 

homolog 1) una desacetilasa de histonas dependiente de NAD+ que regula la 

sobrevivencia celular y la respuesta a estrés. Diversos estudios han demostrado 

que la inhibición de SIRT1 por nicotinamida disminuye la viabilidad celular e 

induce apoptosis en células MCF-7, así como la inhibición del crecimiento celular 

y quimiosensibilización a gemcitabina en células de cáncer de pancreas42, 43.  

Nuestros resultados concuerdan con los reportes anteriores y sugieren que la 

nicotinamida podría considerarse como un fármaco de reposicionamiento para el 

tratamiento del cáncer. Uno de los principales inconvenientes para el tratamiento 

con nicotinamida es que el efecto antitumoral requiere concentraciones 

milimolares (>10 mM) cuando es usado como monoterapia. Sin embargo, cuando 

se utiliza como radiosensibilizador o en combinación con cisplatino, las 

concentraciones son mucho más bajas. Estudios de farmacocinética en pacientes 
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con cáncer reciben 6 g de nicotinamida al día vía oral, y han reportado una 

concentración plasmática de >200 µm e interesantemente, no ha demostrado 

ninguna toxicidad.  

Conclusiones  

La nicotinamida podría ser utilizado como un quimiosensibilizador y 

radiosensibilizador en cáncer de mama teniendo como ventaja el amplio 

conocimiento de este fármaco en otros tipos de enfermedades y tomando en 

cuenta su baja toxicidad, por lo que podría ser un buen candidato para el 

reposicionamiento farmacéutico. Por otro lado sería interesante analizar su efecto 

como inhibidor de PARP-1 en otros tipos de cáncer y su eficacia en terapia 

combinada con quimioradiación. 
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ONCOLOGY REPORTS

Abstract. Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors 
enhance the effect of DNA alkylating agents on BRCA1‑ and 
BRCA2-deficient cell lines. The aim of this study was to 
analyze the effect of the PARP inhibitor nicotinamide (NAM) 
on breast cancer cells with different BRCA1 expression or 
function, such as BRCA1‑deficient MDA-MB-436 cells, low 
expression BRCA1 MCF-7 cells, and the BRCA1 wild‑type 
MDA-MB-231 cells, to demonstrate its effects as a chemo‑ 
or radiosensitizing agent. PARP activity was analyzed in 
MDA-MB-436, MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer 
cells subjected or not to NAM. Inhibition of PARP by NAM 
in the presence of DNA damage was examined by Alexa 
Fluor 488 immunofluorescence. Crystal violet assays were 
used to test growth inhibition and the chemo‑ and radiosen-
sitization effects of NAM were investigated using clonogenic 
assays. Significant differences among data sets were deter-
mined using two-tailed ANOVA and Bonferroni tests. We 
demonstrated that NAM reduces PARP activity in vitro, and 
in cells subjected or not to DNA damage, it also reduces 
the viability of breast cancer cell lines and synergyzes 
the cytotoxicity of cisplatin in MDA-MB-436 and MCF-7 
cells. Downregulation of PARP1 with siRNA led to modest 
growth inhibition, which was further increased by cisplatin. 
Nicotinamide also induced radiosensitization in MDA-MB-
436 and MDA-MB-231 cells. In conclusion, NAM may be 
used as a chemo‑ or radiosensitizing agent regardless of the 
BRCA1 status in breast cancer.

Introduction

Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) enzyme inhibitors 
are emerging as a valuable new drug class in the treatment 
of cancer. PARP-1 is the founding member of a family of 
18 PARP members that have been identified thus far. PARP-1 
functions as a key molecule in the repair of DNA single-
strand breaks (SSBs) via the base excision DNA repair (BER) 
pathway (1). Inhibitors of PARP-1 have been shown to enhance 
the cytotoxic effects of ionizing radiation and DNA‑damaging 
chemotherapeutic agents in  vitro and in  vivo  (2,3). Early 
preclinical and clinical trial data suggest that PARP inhibi-
tors may be used as chemo/radiotherapy sensitizers and as 
single agents to selectively kill cancers defective in DNA 
repair, specifically cancers with germ-line mutations in breast 
cancer‑associated BRCA1 and BRCA2 genes, a strategy known 
as ‘synthetic lethality’ (4-7). There are currently at least eight 
PARP inhibitors being developed (8), however, the develop-
ment of new drugs is extremely costly and there is a gap 
between the resources invested in drug development and their 
translatability into longer survival for cancer patients.

Repurposing existing drugs is another strategy for drug 
development in which safety pharmacology studies have been 
already done, which reduces the time and cost of approving 
the compounds for clinical use (9,10). Nicotinamide (NAM; 
pyridine-3-carboxylic acid) is a water-soluble amide active 
form of vitamin B3 or niacin. NAM and niacin are precur-
sors for the synthesis of nicotinamide adenine dinucleotide 
NAD+ and the phosphorylated derivative NADH+ (11). This 
drug has been used for the treatment of pellagra, diabetes 
mellitus, acne and schizophrenia and has been shown to have 
low toxicity even at high doses (12). NAM was identified as 
the first inhibitor of PARP, while the majority of PARP inhibi-
tors contain the NAM pharmacophore (13). Preclinical studies 
have shown that NAM may exert antitumor effects and reverse 
chemotherapy resistance in some models (14). In addition, 
this drug is currently used as a component of accelerated 
radiotherapy with carbogen and nicotinamide (ARCON), a 
therapeutic strategy used in non‑small cell lung cancer, head 
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and neck and bladder cancer (15-18). In the present study, the 
results showed that NAM increased the cytotoxic effects of 
cisplatin and radiation on breast cancer cells.

Materials and methods

Cell lines. The MDA-MB‑436, MDA-MB-231 and MCF7 
human breast cancer cell lines were obtained from the 
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, 
USA). MDA-MB-436 cells harbor 5396+1G > A (spliced donor 
site of exon 20), a BRCA1 mutation. MCF-7 and MDA-MB‑231 
cells express wild‑type BRCA1 while MDA-MB-231 cells 
are hemizygous for BRCA1, with loss of one allele and the 
remaining non-mutated allele containing two non-pathogenic 
single-nucleotide polymorphisms. The cell lines were cultured 
in DMEM/F-12 medium, 10% fetal bovine serum, penicillin 
(100 U/ml), and streptomycin (1.0 mg/ml) at 37˚C in a humidi-
fied atmosphere of 5% CO2 and 95% air.

PARP activity assay. PARP activity in  vitro was assayed 
using the Trevigen Universal Chemiluminescent PARP assay 
kit (Trevigen Inc., Gaithersburg, MD, USA) according to the 
manufacturer's instructions. Recombinant PARP was incubated 
for 1 h with different NAM doses (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75 and 
1 mM) in the presence of activated DNA. Chemiluminescent 
detection was performed as per the manufacturer's instruc-
tions. To assay endogenous PARP activity, cells were grown in 
a 25-cm2 cell culture flask in medium alone or with NAM for 
72 h. The cells were washed once with ice-cold PBS, lysed in 
50 µl of PARP buffer containing 0.5 mol/l NaCl, 1% (v/v) NP-40, 
and protease inhibitors (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
on ice for 30 min with occasional vortexing. The lysates were 
clarified by centrifugation at 14,000 rpm, at 4˚C for 10 min. The 
protein concentration of the extracts was determined using the 
Bradford protein dye reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 
and PARP activity was assayed using the Trevigen Universal 
Chemiluminescent PARP assay kit according to the manufac-
turer's instructions, with modifications. The lysate (30 µg/well) 
was added in duplicate to wells containing PARP buffer and 
PARP cocktail, followed by incubation at room temperature 
for 1 h with NAM at concentrations of 0.5, 0.75 and 1 mM. 
Activated DNA was added to the standards but was omitted 
from the extracts. The plate was washed three times with PBS 
and three times with PBS and 0.1% Triton X-100, followed by 
incubation with streptavidin horseradish peroxidase (1:1,000 
dilution) in diluent buffer for 1 h. The plate was washed again 
three times with PBS alone and three times with PBS and 0.1% 
Triton X-100. Chemiluminescent detection was performed as 
per the manufacturer's instructions. The background reading 
was subtracted from the readings of the samples, and PARP 
activity was calculated using the standard curve obtained from 
readings of the standards.

Immunofluorescence. The MCF-7, MDA-MB-436 and 
MDA-MB‑231 cells were grown in chamber slides (Sigma‑ 
Aldrich) at a 70% of confluence. Immunostaining for poly 
(ADP-ribose) (PAR) was performed on cells fixed in ice-cold 
4% paraformaldehyde in PBS for 10 min. The cells were fixed 
1 h after treatment with NAM at concentrations of 0.5, 1, 5 and 
10 mM and exposed to H2O2 (1 mmol/l, 10 min, 37˚C). Controls 

were treated with medium alone. The primary antibody used 
was anti-pADPR (H10, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 
Cruz, CA, USA). Poly ADP-ribosylation immunostaining was 
developed following NAM treatment. The secondary antibody 
used was the Alexa Fluor 488‑conjugated goat anti-mouse 
IgG antibody (Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA). Nuclear counterstaining with DAPI was performed 
after removal of excess secondary antibody. Immunostaining 
was visualized with a Carl Zeiss confocal multiphotonic laser 
microscope 780 NLO (Hamburg, Germany).

Cell viability assay. Cell viability was assessed by crystal 
violet staining. Semi-confluent culture flasks were trypsinized 
and 2.5x104 cells were seeded in 12-well plates. After 24 h, the 
cells were exposed to NAM (5, 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mM) 
and cisplatin (20, 40, 60 and 80 µM) at the indicated concen-
trations. After 72 h, the cells were rinsed with PBS, fixed 
in 2% formaldehyde for 5 min and stained with 1% crystal 
violet. Relative cell viability was obtained by scanning with an 
ELISA plate reader at 540 nm.

Data analysis of drug combination. Synergism or additivity 
was determined by calculating the combination index (CI) 
using the equation: CIx = (D1/Dx1) + (D2/Dx2) + a(D1)(D2)/
(Dx1)(Dx2), where CIx is the CI value for x% effect, Dx1 and 
Dx2 are the doses of agents 1 and 2 required to exert x% effect 
alone, and D1 and D2 are the doses of agents 1 and 2 that 
elicit the same x% effect in combination with the other agent, 
respectively. The factor indicates the type of interaction: a =0 
for mutually exclusive drugs (similar mechanisms of action), 
and a =1 for mutually non‑exclusive drugs (independent modes 
of action), with the equation being resolved for a =1. A CI of 
1 indicates additivity, a CI of <1 synergism and a CI of >1 
antagonism.

siRNA transfection assay. Cells were seeded in 12-well 
plates Nunc (Thermo Scientific™ Nunclon, Waltham, MA, 
USA) at 15x103 cells/well into 0.5 ml of Optimem (Applied 
Biosystems Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). After 
24 h, the cells were transfected with lipofectamine and PARP1 
siRNA (cat no. 4390824; Ambrion, Minneapolis, MN, USA) 
or RNAiMAX containing siRNA Scramble (cat no. 4390844; 
Ambrion). Cisplatin was added for 24 h and the cells were 
cultured at 37˚C in humidified atmosphere containing 5% 
CO2. After 72 h, the medium was aspirated and the cells were 
processed for western blotting and cell viability.

Radiation and drug treatment. Ionizing radiation (IR) of cells 
was performed at room temperature in culture medium, using 
a Theratron Phoenix (60Co) irradiator (Best Theratronics Ltd., 
Ottawa, Ontario, Canada) with an average energy of 1.25 MeV 
in a field of 20x20 cm2, to a distance isocenter of 80 cm. Cell 
lines were irradiated at a range of 0.5‑6 Gy in the presence of 
different concentrations of NAM (0.5-20 mM). Control cells 
were treated with medium only.

Clonogenic assay. Exponentially proliferating cells were 
plated into a 25-cm2 cell culture flask and incubated for 48 h 
to allow cells to reach their optimum proliferation rate. NAM 
(0.5, 1, 5, 10 and 20 mM) was added to the dishes and incu-
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bated for 72 h and the cells were irradiated. Control cells were 
not treated. Cells were collected and cultured in drug-free 
medium in 60 mm Petri dishes for up to 21 days, depending 
on the proliferation rate of the individual cell line. Colonies 
were fixed in methanol and acetic acid (3:1 v/v), stained with 
crystal violet and counted with a stereoscopic microscopy 
[Leica Microsystems, (Schweiz) AG, Heerbrugg, Switzerland]. 
Data are expressed as the percentage of colonies in 
NAM-treated cultures compared with control cultures. Lethal 
concentration 50 (LC50) was calculated for each cell line in 
each independent experiment. Each assay was performed in 
triplicate for each concentration. Plating efficiencies and the 
surviving fractions were calculated.

Statistical analysis. Data are expressed as the mean ± SD 
values. For statistical analysis the ANOVA and Bonferroni 
post-tests were used to mediate GraphPad Prism 5. P<0.05 
was considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Nicotinamide decreases PARP activity. To examine whether 
NAM can inhibit PARP activity in vitro, a cell‑free PARP 
activity assay was performed. Recombinant PARP was incu-
bated for 1 h at different concentrations of NAM (50, 100, 
200, 500, 750, and 1,000 µM). A significant dose-dependent 
decrease of PARP activity, starting at 500 µM was observed 
(Fig. 1A). We also examined whether NAM similarly inhibits 
PARP cell activity in MDA-MB-436 breast cancer cells 
deficient in BRCA1. Whole‑cell lysates were incubated in the 
presence of nicotinamide adenine dinucleotide NAD+ and a 
conjugated histone acceptor protein, and in the absence of 
activated DNA, allowing us to determine already activated 
PARP. A significant decrease in PARP activity was observed 
(Fig. 1B).

Nicotinamide reduces poly ADP-ribosylation in the presence 
of DNA damage. To confirm that NAM inhibits poly‑ADP-
ribosylation, we induced DNA damage with H2O2 (10 mmol/l 
for 10 min) leading to poly-ADP ribosylation in the three 
cell lines after treatment with 0.5, 0.75, 1, 5 and 10 mM of 
NAM. We performed a series of immunofluorescent stainings 
using anti-pADPR. Fig. 2 shows that poly-ADP ribosylation 
was detected in the nuclei of cells treated with H2O2. Its 
effect was reduced as a consequence of NAM treatment in a 
dose‑dependent manner.

Growth inhibition by nicotinamide and cisplatin. To 
determine whether PARP inhibition with NAM sensitizes 
cell to cisplatin‑induced death, we treated MDA-MB-436, 
MDA-MB‑231 and MCF-7 cell lines with cisplatin (0‑100 µM) 
and NAM (5, 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mM) and determined 
the IC50 value. Fig. 3A-C shows the IC50 value for NAM in each 
cell line (20‑30 mM). On the other hand, because it has been 
reported that deficient BRCA1 cells are more sensitive to agents 
that induce DNA damage, we analyzed the effect of cisplatin 
in three cell lines to obtain the IC20 value through a dose 
response curve. The results demonstrated that MDA-MB‑436 
cells (Fig. 3D-F), deficient of BRCA1 were more sensitive than 
MDA-MB-231 and MCF-7 cells.

Nicotinamide sensitizes breast cancer cells to cisplatin toxicity. 
We also analyzed the effect of co-treatment of NAM and 
cisplatin using a lower dose of cisplatin (IC20) and varying doses 
of NAM (5, 10, 20 and 40 mM). The results demonstrated that 
a combination of NAM and cisplatin significantly decreased 
the viability of MDA-MB-436 and MCF-7 cells as compared 
to NAM alone (P<0.001, Fig. 4A and C), while MDA-MB-231 
cells showed no significant differences (Fig. 4B). On the other 
hand, when comparing the effect of NAM and cisplatin on the 
viability of breast cancer cells, we observed a significantly higher 
decrease compared to cisplatin alone (P<0.001). To verify these 
results we determined the CI (combination index) using the 
median-effect method which revealed a clear synergistic inter-
action between NAM and cisplatin (CI <1) in MDA-MB-436 
and MCF-7 cells (Table I), whereas MDA-MB‑231 cells failed 
to show a synergistic interaction.

Growth inhibition by PARP1 knockdown is increased by 
cisplatin. To determine to what extent the downregulation of 
PARP1 inhibited cell growth, MDA-MB-436 were subjected 
to siRNA against PARP1. The results showed that at 72 h 
there was complete knockdown of mRNA of PARP1 and cell 
growth was inhibited by 10%. When cisplatin was added this 
inhibition increased as compared to cisplatin alone or PARP1 
inhbition. These differences were statistically significant. No 
growth effects were observed for scramble siRNA with or 
without cisplatin (Fig. 5).

Radiosensitivity in breast cancer cells by nicotinamide. The 
effect of NAM in combination with ionizing radiation (IR) 

Figure 1. PARP inhibition by nicotinamide. (A) Nicotinamide inhibits in vitro 
PARP activity at concentrations starting at 0.5 mM. (B) Endogenous inhibition 
of PARP. At 1 mM inhibitory activity is similar to that achieved by the known 
PARP inhibitor 3-aminobenzamide. The average and SD from at least three 
experiments are shown. *Statistically significant compared with the control 
(p<0.001).
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through clonogenic assay was analyzed to determine the 
colony‑forming ability from a cell after inducing DNA damage. 
Survival curves were performed to determine the median 
lethal doses (LD50), which were defined as the absorbed dose 
of ionizing radiation (Gy) required to induce 50% cell death. 
The results demonstrated a different sensitivity to IR in cell 
lines. MDA-MB-436 cells were more sensitive to IR than 
MDA-MB-231 and MCF-7 cells (data not shown). Subsequently, 
we analyzed the effect of NAM combined with IR. A signifi-
cant decrease in cell survival levels in MDA-MB‑436 and 
MDA-MB-231 cells exposed to the combination compared 
with NAM only was observed (P<0.001, Fig. 6A and B), while 
MCF-7 cells showed no significant differences (P<0.001, 
Fig. 6C). When comparing the effect of the combination of 
NAM and IR versus IR only, we observed a significant effect 
on survival (P<0.001, Fig.  6A and B), while MCF-7 cells 
showed no significant difference (P<0.001, Fig. 6C).

Discussion

The results of this study show that NAM inhibits the growth of 
breast cancer cell lines in a dose-dependent manner. In addi-
tion, depletion of PARP1 mRNA reduces cell viability and 

NAM increases the cytotoxic effects of cisplatin and induces 
radiosensitization to various degrees in MDA-MB-436, 
MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cell lines.

A number of PARP inhibitors are being developed in the 
clinic as single agents and/or in combination with other drugs 
as potential enhancers of DNA‑damaging cytotoxic agents, 
such as alkylating agents or radiation therapy. The chemistry 
of most of these agents is that of reversible NAD+ mimetics, 
although they have different bioavailability and molar 
equivalence for PARP enzyme inhibition (1,8). Nevertheless, 
cancer drug development needs alternative approaches for 
drug identification because of increasing failure rates, high 
cost, poor safety, limited efficacy, and a lengthy design and 
testing process of new entities. In this sense, drug repurposing 
of established non-cancer drugs that have anticancer activity 
provides an opportunity to rapidly advance therapeutic strate-
gies in clinical trials (9,10).

Despite the long-established activity of NAM as a PARP1 
inhibitor this drug has not been extensively evaluated as anti-
cancer agent. However, it has largely been used in the clinic at 
pharmacological doses over many years with a low incidence 
of side effects and toxicity for diverse conditions including 
dermatological, metabolic and psychiatric disorders (19-22). 

Figure 2. Endogenous PARP inhibition of ADP-ribosylation in cell nuclei. Nicotinamide inhibits the nuclear formation of polymers (ADP-ribosylation, pADP, 
green) in the presence of DNA damage induced by H2O2 . Nuclei were counterstained with DAPI.



ONCOLOGY REPORTS 5

Figure 3. Growth inhibition by nicotinamide and cisplatin. MDA-MB-436, MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines were treated with cisplatin (0‑100 µM) and 
NAM (5, 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mM) to determine their IC50 and IC20 values, respectively. (A-C) IC50 values for NAM were 30.09, 20.09 and 20.01 mM. 
(D-F) The corresponding IC20 for cisplatin was 0.5, 5 and 4 µM.

Figure 4. Chemosensitization by nicotinamide. Cells were treated with different doses of NAM for 72 h and cisplatin by 24 h. Average and SD from at least three 
experiments are shown. *Statistically significant with respect to NAM vs NAM+CIS (p<0.001). **Statistically significant with regard to CIS vs NAM (p<0.001). 
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In cancer, NAM has been used in clinical studies in combi-
nation with accelerated radiotherapy with carbogen and 
nicotinamide (ARCON) for radiosensitation (12,16-18). In the 
present study, we demonstrate that NAM effectively inhibits 
PARP activity in vitro, results that are consistent with those of 
previous reports (13). In addition, we show that NAM inhibits 
endogenous PARP activity in extracts from BRCA1-deficient 
MDA-MB‑436 cells. PARP is important in DNA repair, and 
our results showed that NAM inhibits ADP-ribosylation in the 
presence of DNA damage induced by H2O2 in a dose-depen-
dent manner in the three breast carcinoma cell lines examined, 
suggesting that NAM blocks DNA repair through PARP-1 
inhibition. This effect is observed in the three breast cancer 
lines, indicating that its action is independent of the BRCA1 
status. We analyzed whether inhibition of PARP induced by 
NAM or knockdown of PARP1 mRNA may have an effect on 
cell viability, demonstrating that both experimental conditions 
reduce cell viability.

It has been reported that PARP inhibition may poten-
tiate the effects of antineoplastic DNA‑damaging agents 
such as temozolomide, cyclophosphamide and platinum in 
BRCA1‑deficient cells  (23). Similarly, AZD2281, another 
PARP inhibitor, in combination with cisplatin synergistically 
induced cell growth inhibition of breast cancer cells deficient 
in BRCA2  (24). In agreement with findings of that report, 
our results demonstrate that the combination of NAM with 
cisplatin significantly decreased cell viability in the three 
breast cancer cell lines regardless of the BRCA1 status. Thus, 
NAM induces synthetic lethality in BRCA1‑deficient breast 
cancer cells as is the case for other PARP inhibitors.

Inhibition of PARP activity reduced the single‑strand 
breaks (SSBs) repair range and increased sensitivity to ionizing 

radiation and antineoplastic agents. As such, PARP inhibition 
exerts radiosensitization by facilitating the conversion of 
an unrepaired SSB to double‑strand breaks (DSBs) during 
the S phase of the cell cycle (25). Our results demonstrate a 
radiosensitizing effect of NAM (0.5 Gy) in cells deficient of 
BRCA1 (MDA-MB-436) and p53 (MDA‑MB-231), compared 
to MCF-7 cells. In agreement with our results, it was previ-
ously reported that MCF-7 cells exhibit resistance to cell death 
induced by ionizing radiation caused by lack of caspase-3 
activity (26).

The results of the siRNA demonstrate that depletion of 
PARP1 has only a modest effect on reducing cell viability. 
However, it is known that NAM exerts a number of biological 
actions including inhibition of SIRT1 (silent mating-type infor-
mation regulation 2, homolog 1), which is a NAD+‑dependent 
deacetylase that regulates the processes of stress response and 
cell survival (23). Studies have shown that SIRT1 inhibition 
by NAM decreases the viability of MCF-7 cells by inducing 
apoptosis through the activation of caspases (27) as well as 
growth inhibition and chemosensitization to gemcitabine in 
pancreatic cells (28).

Our findings and those of other studies on the antitumor 
effects of NAM in a number of cancer models suggest that 
this drug that can be clinically tested as a repositioned cancer 
drug. A major drawback for its potential application is that the 
antitumor effects of NAM require drug concentrations in milli-
molar ranges (>10 mM) when used as single agent. However, 
when used for radiosensitization or in combination with cyto-
toxic drugs, the effects are seen at lower molar concentrations. 
Pharmacokinetic studies in cancer patients receiving oral 
high-dose NAM show that at doses of 6 g daily, peak plasma 
concentrations can be as high as >200 µg/ml, which corre-

Table I. Combination index of nicotinamide and cisplatin.

Cell line	 Doses (mM)
	 Drugs in combination	 Drugs alone	 Control growth	 Combination index (Cix)	 Interaction
	 Nicotinamide	 Cisplatin	 Nicotinamide	 Cisplatin
	 (D1)	 (D2)	 (Dx1)	 (Dx2)	 (x%)	 (ICx)

MDA-MB-436	 5	 0.0005	 11.1	 0.0018	 76	 0.73	 Synergistic
	 10	 0.0005	 18.65	 0.0041	 64	 0.66	 Synergistic
	 20	 0.0005	 39.14	 0.11	 45	 0.52	 Synergistic
	 30	 0.0005	 121	 0.12	 31	 0.25	 Synergistic
	 40	 0.0005	 122	 0.13	 19	 0.33	 Synergistic

MDA-MB-231	 5	 0.005	 7.33	 0.0082	 82	 1.29
	 10	 0.005	 10.03	 0.0133	 75	 1.37
	 20	 0.005	 20.27	 0.0345	 52	 1.13
	 30	 0.005	 28.35	 0.0516	 39	 1.16
	 40	 0.005	 35.9	 30.03	 30	 1.28

MCF-7	 5	 0.004	 14.34	 0.0055	 64	 1.08
	 10	 0.004	 19.73	 0.0082	 54	 0.99
	 20	 0.004	 34.28	 0.0166	 34	 0.82	 Synergistic
	 30	 0.004	 51	 0.15	 20	 0.62	 Synergistic
	 40	 0.004	 66	 0.2	 12	 0.63	 Synergistic
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Figure 6. Radiosensitization by nicotinamide. (A) MDA-MB-436, (B) MDA-MB-231 and (C) MCF-7 cells were exposed to different concentrations of NAM 
for 72 h and IR. The IR dose varied depending on the cell line. Averages and SD from at least three experiments are shown. *Statistically significant as 
compared to NAM vs. NAM+IR (p<0.001); **Statistically significant as compared  to IR vs NAM+IR (P<0.001).

Figure 5. Growth inhibition by knockdown of PARP1 by siRNA. MDA‑MB‑436 cells were subjected to PARP1 knockdown by siRNA for 24 h and then treated 
with cisplatin for 24 h. PARP1 protein expression and cell viability were assessed 24 h later. Scramble siRNA was used as a negative control. *Statistically 
significant differences in cell growth inhibition as compared to the control (p<0.01).
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sponds to molar concentrations >2 mM. No clinical significant 
toxicity other than easily controlled nausea and vomiting were 
observed (29-31). In summary, further investigation on NAM 
is required to evaluate its activity in other tumor models as 
well as to demonstrate whether it increases the efficacy of 
combined chemoradiation.
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