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RESUMEN

La quimioterapia es un tratamiento contra el cancer que se basa en el uso de
farmacos para inducir preferentemente la muerte de las células cancerosas. El 5-
fluorouracilo (5-FU) y el carboplatino (CbPt) son quimioterapéuticos que se utilizan
comunmente en el tratamiento contra diferentes tipos de cancer. Estos compuestos
causan diversos efectos adversos como la mielosupresion y la leucopenia. El &cido
6-pentadecil salicilico (6SA) o (15:0) acido anacardico es un compuesto de origen
natural que se encuentra en la corteza de Amphipterygium adstringens y que
presenta actividad biologica variada, destacando su capacidad inmunomoduladora
y antitumoral. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la poliquimioterapia
con 6SA y CbPt o 5-FU en un modelo murino autélogo de cancer de mama. Se
inocularon ratones hembra Balb/c de 6 a 8 semanas de edad con 5x102 células 4T1
(cancer de mama murino, estadio IV, triple negativo). Los ratones se trataron con
6SA, una mezcla de acidos anacardicos (AA) obtenida mediante cromatografia de
la corteza de cuachalate, 5-FU, CbPt y los tratamientos combinados 6SA/5-FU,
AA/5-FU y 6SA/CbPt. Durante el tratamiento se determiné la eficiencia en la
reduccion del volumen del tumor y después del sacrificio se evaluo el peso del tumor
primario y la metéstasis producida en el pulmén. Después de 21 dias de tratamiento,
se obtuvo la médula 6sea y la sangre y se determiné la apoptosis en estos tejidos
mediante citometria de flujo. Todos los tratamientos produjeron una disminucion
significativa del volumen y peso del tumor, sin embargo, la poliquimioterapia con 5-
FU no produjo un efecto mayor al que causo el antineoplasico por si solo, mientras
que el tratamiento combinado con CbPt fue el que produjo el efecto mayor en la
reduccion de estos parametros.

Todos los tratamientos redujeron la metastasis en el pulmoén. Los tratamientos
combinados con 5-FU produjeron un efecto menor al producido por las
monoterapias, mientras que el tratamiento de 6SA/CbPt redujo la metéastasis de
manera mas eficiente que en los grupos tratados con 6SA o CbPt solos. Los
antineoplésicos clésicos redujeron el nimero de células y aumentaron la proporcion
de células apoptéticas en la médula 6sea y la sangre, mientras que las
poliquimioterapias con 6SA y AA redujeron la muerte celular inducida por los
antineoplasicos. Finalmente, todos los tratamientos aumentaron la tasa de
supervivencia de los animales en comparacion con los animales sin tratamiento. Los
tratamientos combinados aumentaron la sobrevida de los animales en comparacion
con los tratamientos con los antineoplasicos solos. En conclusion, el 6SA solo o en
combinacion presenta efectos antitumorales y antimetastasicos relevantes sin
causar toxicidad en el organismo. Ademas, incrementa la eficiencia
quimioterapéutica del CbPt, la tasa de supervivencia y protege al organismo de los
efectos tdéxicos causados por los agentes antineoplasicos 5-FU y ChPt, por lo que
el 6SA representa una opcién como agente antineoplasico en la clinica.



ABSTRACT

Chemotherapy is a cancer treatment that relies on the use of drugs to destroy cancer
cells. 5-fluorouracil (5-FU) and carboplatin (CbPt) are chemotherapeutics commonly
used in clinical treatments against different types of cancer. These compounds
cause several adverse effects as myelosuppression and leukopenia. The 6-
pentadecyl salicylic acid (6SA) or (15:0) anacardic acid is a compound of natural
origin found in the bark of Amphipterygium adstringens with a variety of biological
activities, highlighting its immunomodulatory and antitumor capacity. The aim of this
study was to evaluate the effect of polychemotherapy with 6SA and CbPt or 5-FU in
an autologous murine model of breast cancer. Six- to 8-week-old female Balb/c mice
were inoculated with 5x102 4T1 cells (triple negative murine breast cancer, stage
IV). The mice were treated with 6SA, a mixture of anacardic acids (AA), 5-FU, CbPt
and the combined treatments 6SA/5-FU, AA/5-FU and 6SA/CbPt. The efficiency in
reducing the volume and weight of the primary tumor and the metastasis produced
in the lung was determined. After 21 days of treatment, bone marrow and blood were
obtained and apoptosis in these tissues was determined by flow cytometry. All
treatments produced a significant decrease in the volume and weight of the tumor,
however, the polychemotherapy with 5-FU did not produce a greater effect than that
caused by the antineoplastic alone, while the combined treatment with CbPt was the
one that produced the greater effect in reducing these parameters.

All treatments reduced metastasis to the lung. The combined treatments with 5-FU
produced less effect than that produced by the monotherapies, while the 6SA/CbPt
treatment reduced metastasis more efficiently than in the groups treated with 6SA
or CbPt alone. The classical antineoplastics reduced the number of cells and
increased the proportion of apoptotic cells in the bone marrow and blood, while the
combined therapies with 6SA and AA reduced the cell death induced by the
antineoplastic agents. Finally, all the treatments increased the survival rate of the
animals compared to the animals without treatment. The combined treatments
increased the survival of the animals compared to the chemotherapy treatments
alone. In conclusion, 6SA alone or in combination has relevant antitumor and
antimetastatic effects without causing toxicity in the organism. In addition, it
increases the chemotherapeutic efficiency of CbPt, the survival rate and protects the
organism from the toxic effects caused by the antineoplastic agents 5-FU and CbPt,
thus, 6SA represents an option as an antineoplastic agent in the clinic.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial que constituye un problema de salud con
importes consecuencias sociales y econdmicas y representa la principal causa de
muerte a nivel mundial. Una caracteristica que define al cancer es la multiplicacion
rapida de células anormales que pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o
propagarse a otros 6érganos, un proceso que se denomina metastasis. La aparicion
de este problema de salud esta aumentando debido al crecimiento y envejecimiento
de la poblacion, asi como a una creciente prevalencia de factores de riesgo como
el tabaquismo, el sobrepeso, el sedentarismo y los cambios en los patrones
reproductivos asociados con la urbanizacion y el desarrollo econémico (Torre et al.,
2015).

El proyecto GLOBOCAN de la Agencia Internacional de Investigacion sobre el
Céncer (IARC, por sus siglas en ingles), tiene como objetivo proporcionar
estimaciones contemporaneas de la incidencia, mortalidad y la prevalencia de los
principales tipos de cancer a nivel nacional en 185 paises del mundo. Los resultados
de este proyecto muestran que en el afio 2020 se registraron 19.3 millones de
nuevos casos de cancer y 9.9 millones de muertes por este problema de salud a
nivel mundial (Figura 1). Se estima que la mitad de todos los casos y el 58.3% de
las muertes por cancer ocurrieron en Asia en 2020, en donde reside el 59.5% de la
poblacion mundial. Europa representa el 22.8% del total de casos de céncer y el
19.6% de las muertes por este problema de salud, aunque representa el 9.7% de la
poblacién mundial, seguida por el 20.9% de la incidencia en América y el 14.2% de
la mortalidad en todo el mundo. A diferencia de otras regiones, la proporcion de
muertes por cancer en Asia (58.3%) y Africa (7.2%) es mas alta que la proporcion
de incidencia (49.3% y 5.7%, respectivamente) debido a la diferente distribucién de
los tipos de cancer y tasas mas altas de letalidad en estas regiones. El cancer de
pulmén, préstata, colorrectal y de mama son los tipos de cancer que se diagnostican
con mayor frecuencia y las principales causas de muerte por cancer en hombres y

mujeres, respectivamente. Otros tipos de cancer con diagnostico frecuente son los



de higado y estdbmago en el caso de los hombres y cervical y de pulmon en el caso
de las mujeres (Sung et al., 2021).

El diagndstico correcto del cancer es esencial para prescribir un tratamiento
adecuado y eficaz. El objetivo principal de cualquier tratamiento es curar el cancer
o prolongar la vida del paciente. Otro objetivo importante es mejorar la calidad de
vida del enfermo, lo cual se puede lograr ofreciéndole cuidados paliativos y apoyo

psicosocial.
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de cancer en diferentes areas del mundo en 2020.
(Tomado de Sung et al., 2021).

1.2. Tratamientos contra el cancer

Existen diversos tipos de tratamientos contra el cancer pues dependen del tipo de
cancer y del estadio en el que se encuentre. Los principales tipos de tratamiento
contra el cancer son: cirugia, radioterapia, inmunoterapia, terapia dirigida, terapia
antihormonal, trasplante de células madre y quimioterapia. En algunos casos solo

se administra un tipo de tratamiento, sin embargo, la mayoria de los pacientes



reciben una combinacion de tratamientos como cirugia con quimioterapia o
radioterapia.

La quimioterapia utiliza farmacos para destruir las células cancerosas. La era de la
guimioterapia inicio en los afios 40 con el uso de los agentes mostaza de nitrdgeno
y los antifolatos; desde entonces, el desarrollo de farmacos contra el cancer se ha
transformado de forma radical. La quimioterapia ofrece la oportunidad de tratar
aguellos casos de cancer que se han propagado por todo el organismo (metastasis).
La combinacién de tratamientos antineoplasicos se establecié a través de una serie
de investigaciones y ensayos clinicos, en donde se demostro que los farmacos eran
mas eficaces si se utilizaban en pacientes con tumores de menor tamafio y como
terapias combinadas, e incluso aquellos farmacos poco eficaces mejoraban la
supervivencia cuando se utilizaban como coadyuvantes. (Chabner y Roberts Jr,
2005).

En la actualidad existen mas de 200 agentes quimioterapéuticos en uso, éstos
pueden circular por todo el cuerpo afectando a las células sanas y normales del
organismo, causando los denominados efectos secundarios, los cuales se asocian
con el mecanismo de accién de cada compuesto (Tabla 1). Entre los principales
efectos secundarios que se presentan a consecuencia del tratamiento con
guimioterapéuticos se encuentran: anemia, cambios en el apetito, tendencia a
presentar facilmente moretones y sangrados, nauseas y vomitos, estrefiimiento,
caida del cabello, infeccion, diarrea, problemas en musculos y nervios, problemas
renales, cambios de humor, cambios en el deseo y funcién sexual, problemas de
fertilidad, problemas en la capacidad de concentracion, cambios hormonales,
debilidad del sistema inmune, cambios en piel y ufias y cansancio (Carr et al., 2008).
Los compuestos antineoplasicos no son faciles de clasificar, histéricamente se han
categorizado como: agentes alquilantes, antimetabolitos, productos naturales,
hormonas, antagonistas y otros. Los agentes alquilantes y los antimetabolitos
representan a dos de los grupos de compuestos que se utilizan mas para tratar el
cancer, entre los que destacan el carboplatino y el 5-fluorouracilo, respectivamente,
ambos utilizados en el tratamiento de diferentes tipos de cancer (NCBI:LiverTox,
2021).



Tabla 1. Toxicidad y modo de accidén de algunos agentes quimioterapéuticos.

Quimioterapéuticos

Modo de accion

Toxicidad

Analogos de platino: Inhibicibn de Ila | Mielosupresion, nefro/oto y
Carboplatino, cisplatino sintesis del ADN neurotoxicidad

Taxanos: Inhibicion de la | Neuropatia periférica,
Docetaxel, paclitaxel mitosis hipersensibilidad

Inhibidores de la topoisomerasa: Inhibicibn de la | Sindrome colinérgico agudo

Irinotecan, topotecan

sintesis del ADN

Inmunomoduladores antiproliferativos:
Azatioprina, micofenolato

Inmunosupresion

Mielosupresion

Inmunosupresores: Inhibicibn de la | Nefrotoxicidad, hiperplasia
Ciclosporina, tacrolimus calcineurina gingival, hipertensién,
PRES*

Anticuerpos monoclonales: Inhibicién de VEGF | Hemorragia mucocutanea,
Bevacizumab perforacion gastrointestinal
Hormonas: Citotoxicidad Trombosis venosa y arterial
Estrogenos
Antagonistas hormonales: Antagonista del | Trombosis, derrames
Tamoxifen receptor de | cerebrales

estrdgenos
Otros antineoplasicos: Formacion de | Mielosupresion,

Procarbazina

radicales libres

hipersensibilidad

* PRES = sindrome de encefalopatia posterior reversible VEGF= Factor de crecimiento
endotelial vascular (Tomado de Carr et al., 2008).

1.2.1. Carboplatino

El carboplatino (CbPt) o cis-diamino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato-O,O")platino(ll)

por su nombre IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) (Figura

2), es un organoplatino con actividad antineoplasica que se utiliza como agente

guimioterapéutico en el tratamiento contra diferentes tipos de cancer. Presenta un

peso molecular de 373.272 g/mol con férmula molecular C6H14N204Pt, es un

solido cristalino de color blanco, soluble en agua, etanol y metanol.

Hs
e
/
O \N Hs
o

Figura 2. Estructura quimica del carboplatino.



El CbPt es uno de los principales agentes basados en platino que se utilizan como
quimioterapéutico, presenta baja toxicidad en comparacion con otros compuestos
antitumorales, por lo que se utiliza en diferentes tipos de cancer como: testiculo,

ovario, cabezay cuello, es6fago, mama y pulmoén (Sousa et al., 2014).

1.2.1.1. Mecanismo de accion del carboplatino

Para ejercer su efecto, el CbPt tiene que cruzar la membrana celular y activarse,
para lo anterior, dentro de la célula la molécula sufre una hidrolisis quedando
cargada positivamente. Posteriormente el CbPt interactia con moléculas
nucleofilicas dentro de la célula como ADN, ARN Yy proteinas, propiciando la
formacion de aductos de platino. Este proceso ocurre a través del enlace covalente
del CbPt a el sitio N7 de las bases de purina formando interacciones ADN-proteinas
0 ADN-ADN (Figura 3) (Knox et al., 1986; Sousa et al., 2014).

Hidrolisis

Inhibicién de la replicacién
Inhibicién de la transcripcién
Arresto del ciclo celular
Reparacién del ADN
Muerte celular

Figura 3. Mecanismo de accion del carboplatino.



El enlace formado entre el CbPty ADN puede producir lesiones en esta biomolécula
y ademas puede inhibir su replicacion, causando la acumulacion de células en fase
G2/M y la induccién de la apoptosis. Debido a su farmacocinética, el CbPt tiene
menos efectos secundarios que su precursor, el cisplatino, aunque es menos
potente, lo cual podria deberse a diferencias en las tasas de formacion de aductos
con el ADN (Sousa et al., 2014).

1.2.1.2. Efectos adversos del carboplatino

Al igual que otros compuestos quimioterapéuticos el CbPt produce una serie de
efectos secundarios no deseados en los pacientes, entre los que se encuentran
problemas gastrointestinales, pérdida del apetito, hipersensibilidad, cansancio,
alopecia, problemas neuroldgicos y de vision, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y el
principal la mielosupresion. Los compuestos antineoplasicos con base de platino
presentan serios efectos nefrotoxicos, sin embargo dentro de este grupo, el CbPt
representa una alternativa para aquellos pacientes con deterioro de la funcion renal,
ya que en comparacion con el cisplatino es diez veces mas soluble, por lo que puede
ser eliminado mas facilmente por el rifion (Benedi y Gomez, 2006). Dentro de los
efectos renales que provoca el CbPt se ha reportado que el 10% de los pacientes
tratados con este antineoplasico presenta anormalidades en la creatinina sérica y
un 22% de los pacientes presenta anormalidades en el nitrégeno ureico en sangre,
ademas de alteraciones en los valores de aclaramiento de la creatinina (Mulder et
al., 1988; Mcdonald et al., 1991).

Por otra parte, se han reportado efectos secundarios a nivel hepatico y neuroldgico
ocasionados por el CbPt. Los efectos a nivel hepético incluyen valores anormales
en las pruebas de funcion hepatica (bilirrubina total, fosfatasa alcalina, etc.),
mientras que los efectos neurolégicos comprenden neuropatias periféricas que se
han reportado en el 6% de los pacientes en tratamiento con este antineoplasico.
Dentro de los efectos hematoldgicos inducidos por el CbPt se encuentran
trombocitopenia con recuentos plaquetarios inferiores a 50,000/mm?2 en el 25-35%

de los pacientes, neutropenia con conteos de granulocitos inferiores a 1,000/mm3



en el 16% de los pacientes y leucopenia con recuentos de glébulos blancos
inferiores a 2,000/mm3 en el 15-20% de los pacientes tratados con este
antineoplasico. La supresion de la médula 6sea o mielosupresion es la toxicidad,
factor que limita la dosis del tratamiento con CbPt. Dicho problema suele ser mas
grave en pacientes con insuficiencia renal. Se han reportado casos de anemia con
un recuento de hemoglobina inferior a 11 g/dl en el 71% de los pacientes que
iniciaron el tratamiento con el antineoplasico con un valor basal por encima de ese
valor. La incidencia de anemia aumenta de acuerdo con el tiempo de exposicion. La
mielosupresion puede ser mas severa cuando el CbPt se combina con otros
farmacos supresores de médula 6sea o con radioterapia (Kerr et al., 1990). Debido
a su menor toxicidad con respecto al cisplatino y otros quimioterapéuticos, el CbPt
ha sido utilizado en el tratamiento de diferentes tipos de cancer en asociacion con
otros compuestos anticancerigenos presentando resultados favorables en el 95%
de los casos, lo cual demuestra que este farmaco posee buena respuesta a la
terapia combinada o poliquimioterapia (Sousa et al., 2014).

1.2.2. 5-fluorouracilo

El 5-fluorouracilo (5-FU) o 5-fluoro-1H-pirimidina-2,4-diona por su nombre de
acuerdo a la IUPAC (Figura 4) es un anélogo de las pirimidinas y se le clasifica como
un “antimetabolito” dentro de los compuestos antineoplasicos. Se presenta en su
forma fisica como un polvo blanco cristalino con un peso molecular de 130.078
g/mol, es soluble en agua y en solventes organicos como alcohol, metanol,

cloroformo, éter y benceno (NCBI, 2017).
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Figura 4. Estructura quimica del 5-fluorouracilo.



Es un compuesto utilizado en el tratamiento de diversos tipos de cancer entre los
que se encuentran cancer de colon y recto, mama, canceres del aparato digestivo
(anal, esoféagico, pancreatico y gastrico), cancer de cabeza y cuello, hepatoma,
cancer ovarico y ademas es utilizado como crema o solucion en el cancer de piel de

células basales y queratosis actinica (Chemocare, 2017 y NCBI, 2017).

1.2.2.1. Mecanismo de accion del 5-FU

En el organismo el 5-FU es convertido en tres principales metabolitos activos:
fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) y
fluorouridina trifosfato (FUTP). Tanto el compuesto padre como los metabolitos
poseen diversos mecanismos de accion (Figura 5). EI metabolito FAUMP inhibe a la
enzima timidilato sintasa, resultando en la disminucion del trifosfato de timidina, uno
de los cuatro nucleétidos usados en la sintesis del ADN. El metabolito FAUTP es
capaz de incorporarse en el ADN y ARN alterando el procesamiento y funcion de
estas biomoléculas, finalmente el metabolito FUTP puede reemplazar al uracilo e
incorporarse en el ARN inhibiendo su procesamiento, asi como el crecimiento
celular. Todos los mecanismos antes mencionados tienen como finalidad producir

la muerte celular (Longley et al., 2003).
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Figura 5. Mecanismo de accion del 5-FU.
TS=timidilato sintasa (Modificado de Longley et al. ,2003).



1.2.2.2. Efectos adversos del 5-FU

Los efectos adversos o secundarios del 5-FU son muy semejantes a los que causan
los diversos compuestos quimioterapéuticos que existen, inclusive aquellos
desarrollados por el CbPt. Entre los efectos mas comunes se encuentran la
mielosupresion, dolor bucal y de garganta, diarrea, vomito, perdida del cabello,
fotosensibilidad, anemia, hormigueo en manos y pies y pérdida del apetito, entre
otros (UPMC, 2017).

1.3. El potencial antineoplasico de los productos naturales

Desde la edad antigua hasta nuestros tiempos, las plantas medicinales han jugado
un papel esencial en la salud y bienestar de los humanos. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), un alto porcentaje de la poblacion de
paises en desarrollo depende principalmente de plantas medicinales para tratar las
necesidades basicas de la salud. Las plantas son consideradas como la principal
fuente de compuestos con actividad bioldgica, se estima que alrededor del 50% de
los farmacos prescritos en Europa y Estados Unidos son productos naturales o
derivados de estos. Existen aproximadamente 250,000-500,000 especies de
plantas en la tierra y solo el 1-10% han sido estudiadas quimica y
farmacol6gicamente por su valor medicinal. Aun con el dominio reciente de la
sintesis quimica como un método para el descubrimiento y produccion de farmacos,
el potencial bioactivo de las plantas o de sus extractos para proveer nuevos y
novedosos productos para el tratamiento y prevencion de diferentes enfermedades
es aun un amplio campo de investigacion (Talib y Mahasneh, 2010).

Los compuestos biolégicamente activos derivados de plantas tienen un gran
impacto en el area clinica en la cancerologia. En 1956, Gordon Zubrod, quien habia
dirigido el desarrollo de agentes antimalaricos para el ejército de los Estados
Unidos, asumio el liderazgo de la division de tratamiento del cancer del Instituto
Nacional del Cancer (NCI, por sus siglas en ingles). Zubrod, tenia un interés
particular en los productos naturales y establecié un programa para recolectar y
probar plantas y fuentes marinas que condujo en un periodo de tiempo relativamente

corto al descubrimiento de compuestos utilizados en el tratamiento contra el cancer



como: taxanos (paclitaxel y docetaxel), captotecinas, vinca alcaloides (vinblastina,
vincristina, vindesina y vinorelbina), podofilotoxina y sus derivados (topotecan e
irinotecan) y antraciclinas (doxorrubicinas, daunorrubicina, epirrubicina e
idarrubicina) (Chabner y Roberts Jr, 2005; Safarzadeh et al., 2014).

A partir de los descubrimientos impulsados por Zubrod en la década de los sesenta,
se han descubierto una gran diversidad de productos con potencial antineoplasico.
En la actualidad, existen mas de 200 farmacos aprobados por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en ingles), que son
utilizados en el tratamiento contra diferentes tipos de cancer y en gran proporcion
son compuestos que derivan o tienen un origen natural (Yin et al., 2013).
Actualmente, dentro de la investigacion clinica, es necesaria la busqueda de
compuestos con actividad biolégica que presenten alta toxicidad y selectividad hacia
las células tumorales. Las plantas tienen una capacidad ilimitada de producir
sustancias que atraen a los investigadores en la busqueda de nuevos y novedosos
quimioterapéuticos, diversos grupos con propiedades antitumorales son productos
derivados de plantas entre los que se encuentran alcaloides, fenilpropanoides y
terpenoides (Talib y Mahasneh, 2010). En los ultimos afios, los compuestos lipidicos
fendlicos, metabolitos sintetizados principalmente por plantas, como los “acidos
anacardicos”, han despertado un interés interdisciplinario importante, debido a la
gran diversidad de actividades bioldgicas que presentan, representando una opcién
a futuro para ser utilizados en distintas areas de la medicina (Stasiuk y Kozubek,
2010).

1.3.1. Acidos anacardicos

Los acidos anacardicos (AA) son compuestos secundarios de origen natural, que
se han aislados a partir de diferentes plantas como: Amphipterygium adstringens,
Anacardium occidentale y Ozoroa insignis. Quimicamente los AA son una mezcla
de diversos compuestos relacionados entre si que consisten de un &cido salicilico
sustituido con una cadena alquilica de entre 15-19 carbones que puede estar

saturada o insaturada (Figura 6) (Hemshekhar et al., 2011; Hamad y Mubofu, 2015).
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Castillo-Juarez y colaboradores (2007), determinaron que en la mezcla de AA
identificados en la corteza de A. adstringens, una planta endémica de México,
conocida comunmente como “Cuachalalate”, el acido 6-pentadecil salicilico (6SA)
representa el 46.8% del total de los AA encontrados en la corteza de la planta. Esta
planta es utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de numerosas
condiciones entre las que se encuentran colelitiasis, fiebre, gastritis, Ulceras
gastricas, inflamacion y cancer gastrointestinal (Ortega et al., 1999; Castillo-Juarez
et al., 2007).

OH R D S P P N N N
COOH e e N S G i s

Figura 6. Molécula representativa de acido anacardico
(Tomado de Hamad y Mubofu, 2015).

1.3.1.1. Acido 6-pentadecil salicilico (6SA)

El 6SA o acido 2-hidroxi-6-pentadecil benzonico (Figura 7) por su nombre de
acuerdo a la IUPAC, es un compuesto lipidico fendlico, metabolito secundario de
plantas, es solido de color blanco con formula molecular C22H3603, tiene un peso
molecular de 348.525 g/mol, un punto de ebullicion de 92.5-93° C y un pKa de 4.8,
es soluble en etanol, metanol, dimetilsulfoxido, diclorometano y acetato de etilo
(Toyomizu et al., 2002).

OH O

OH

Figura 7. Estructura del acido 6-pentadecil salicilico.

1.3.1.2. Actividad biolégica del 6SA
Existen algunos estudios que muestran las diferentes actividades biol6gicas que

presenta el 6SA y que se describen en la Tabla 2. Ademas de estas, el 6SA presenta
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actividad antineoplasica, caracteristica que ha hecho que éste compuesto reciba
gran atencion por parte de diversos grupos de investigacion y de compaiiias
farmacéuticas (Hemshekhar et al., 2011).

Tabla 2. Actividad biologica del acido 6-pentadecil salicilico (6SA).

Actividad Biolégica Referencia
Inhibicidén de la xantina oxidasa | (Masuoka y Kubo, 2004)
Antibacterial (Kubo et al., 1999; Castillo-Juéarez et al., 2007)

Inhibicion de acetil transferasas | (Balasubramanyam et al., 2003)
Activacion de aurora quinasa A | (Kishore et al., 2008)

Inhibicion de tirosinasa (Kubo y Kinsthori, 1994)
Inhibicién de ureasa (Kubo et al., 1999)
Actividad anti-obesidad (Toyomizu et al., 2003)
Anticancerigeno (Hemshekhar et al., 2011)

Diversos estudios realizados en modelos in vitro muestran la capacidad citotdxica
del 6SA. Kubo y colaboradores, en 1993, a través de un estudio en células de cancer
de mama (BT-20) y cancer cervicouterino (HeLa) demostraron que el 6SA presenta
actividad citotdxica contra éstas lineas celulares, al igual que otros compuestos
analogos extraidos del fruto de la planta A. occidentale, éste fue uno de los primeros
estudios en donde se demostrd la capacidad antiproliferativa de dicho compuesto.
Afos mas tarde, Tan y colaboradores, en 2012, con la finalidad de investigar el
efecto del 6SA sobre las células de cancer de préstata LNCaP, realizaron un estudio
en donde observaron que el 6SA inhibe la proliferacién celular, induce el arresto del
ciclo celular y la apoptosis en estas células. Otro proceso celular importante que
desencadena el 6SA es el estrés del reticulo endoplasmico, lo anterior fue
demostrado en células de carcinoma hepéatico (HepG2), mieloma (U266) y
carcinoma de pulmoén (A549), en donde también se observo autofagia (Huang et al.,
2014; Shiny Kim, 2014). De igual manera, el efecto antiproliferativo del 6SA ha sido
demostrado en células de cancer gastrico (AGS) y leucemia (K562). Un efecto
importante reportado por Alam-Escamilla y colaboradores en 2015, es la capacidad
gue tiene el 6SA de no afectar la viabilidad de las células mononucleares de sangre
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periférica (PBMCs), ésta interesante caracteristica es la que se busca que
presenten todos aquellos compuestos que puedan ser utilizados en un tratamiento
antineoplasico.

Por otra parte, se han realizado algunos estudios en modelos murinos tratados con
6SA, en los cuales se reporta la capacidad de este compuesto de reducir el tamafo
y peso del tumor, lo anterior en modelos con xenotrasplante y alotrasplante de
células cancerigenas (Huang et al., 2014 y Gnanaprakasam et al., 2015). Asimismo,
Wu y colaboradores, en 2011, observaron por primera vez, mediante un estudio en
ratones, que el 6SA puede funcionar como un inhibidor de la angiogénesis,
conduciendo a la supresion del tumor. Omanakuttan y colaboradores, en 2012,
demostraron la capacidad del 6SA de inhibir la actividad catalitica de las
metaloproteinasas de matriz 2 y 9, enzimas importantes durante el proceso de
metastasis; ademas, mediante una serie de experimentos y modelos in silico,
observaron que la cadena alifatica de este compuesto es sumamente importante
para producir su actividad bioldgica.

El mecanismo por el cual el 6SA ejerce su funcion antineoplasica se desconoce
hasta ahora; sin embargo, ciertos autores lo relacionan con la capacidad de éste
compuesto de inhibir la actividad de enzimas histonas acetil transferasas (HATS),
ya que la disfuncion de estas enzimas esta asociada con la manifestacion de

numerosos desordenes fisioldgicos, entre ellos el cancer (Hamad y Mubofu, 2015).

1.3.1.3. Efecto del 6SA sobre la actividad de las HATs

Las HATs, son un grupo de enzimas que tienen una funcion importante en la
regulacion de la expresion genética. Estas modifican covalentemente los residuos
de lisina de la region N-terminal de las histonas a través de la adicion de grupos
acetilos a partir de la acetil-CoA (Hemshekhar et al., 2011).

Estas enzimas se dividen en diferentes familias: GNAT (N-acetil transferasas
relacionadas a GNC5), MYST (Moz, Ybf2/Sas3y Tip60) y el complejo CBP (proteina
de unién a CREB)/p300 (p300/CBP). El complejo CBP, es uno de los co-activadores
transcripcionales mas estudiados, ya que, desempefia una funcion importante en

una variedad de procesos biologicos; ademas su disfuncion esta asociada con
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diversas enfermedades que se presentan en el humano, como: cancer, diabetes,
infecciones virales y asma (Hamad y Mubofu, 2015). Mediante un estudio in vitro
realizado por Balasubramanyam y colaboradores en 2003, utilizando una mezcla de
AA extraidos de A. occidentale, se demostrd que los AA inhiben la actividad acetil
transferasa de p300 y del factor asociado a P300/ CBP (PCAF), también conocido
como K acetil transferasa 2B (KAT2B) (Figura 8). Aunado a esto, se observo que
los AA no afectan la transcripcion de ADN directamente, pero si que la transcripcion
dependiente de HAT, de un templado de cromatina, fue fuertemente inhibida en
presencia de la mezcla de compuesto. También se observo, que la presencia o no
de instauraciones en la cadena alifatica de los AA de la mezcla no alteran la
capacidad de inhibiciébn sobre las HATs y que el 6SA presenta una capacidad
inhibitoria similar a la de los otros compuestos.

De igual manera a lo observado sobre p300 y PCAF, el 6SA inhibe la actividad de
la histona acetil transferasa Tip60 en diferentes tipos de lineas celulares y ademas
sensibiliza las células tumorales a los efectos citotoxicos de la radiacion ionizante e
inhibe la via de sefalizacion de esta proteina, por esta ultima razén se asume que
el 6SA es capaz de atravesar la membrana celular. Tip60 es una proteina miembro
de la familia MYST y tiene un papel fundamental en la regulacién de la respuesta
celular a eventos genotdxicos. Esta proteina es activada por radiacion ionizante y
regula diversos procesos biolégicos como: la activacion de la proteina quinasa ATM,
la respuesta apoptética, la proteina p53 y la acetilacién de histonas. La pérdida en
la funcién de Tip60 inhibe la reparacién efectiva del dafio al ADN (Sun et al., 2006).
Por su actividad antes descrita, en los ultimos afios, el 6SA ha sido utilizado como
una herramienta. De esta manera, Cui y colaboladores, en 2008, demostraron que
el 6SA inhibe la actividad de PfGCN5 (Histona acetil transferasa) en Plasmodium
falciparum, permitiéndoles demostrar la acetilacion de lisinas en las histonas y su

efecto en la transcripcion en este organismo, como modelo experimental (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo propuesto del efecto del 6SA sobre las HAT (Modificado de
Hemshekhar et al., 2011). *PPNH: promotor proximal de histonas nucleosomales.

El balance que existe entre la acetilacion y desacetilacion proteica es un mecanismo
de modulacién importante para diversas funciones celulares. Un grupo de proteinas
importantes a nivel celular y que presentan la capacidad de ser modificadas pos-
traduccionalmente por acetilacién son las proteinas STAT (transductor de sefial y
activador de la transcripcion). Se ha identificado que ademas de la fosforilacién, la
acetilacion de éstas proteinas es esencial para el desarrollo de sus funciones

moleculares (Zhuang, 2015).

1.4. Poliquimioterapia
La poliquimioterapia o terapia combinada se basa en el uso de compuestos
antineoplasicos combinados para el tratamiento del cancer, lo cual ha resultado ser

mas eficaz en comparacién a la monoterapia o al tratamiento de cada agente por
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separado dentro de un mismo protocolo de tratamiento. El objetivo principal de la
poliquimioterapia es el de administrar farmacos que actien mediante diversos
mecanismos de accion, de manera que reduzcan la probabilidad de que las células
cancerosas se vuelvan resistentes y sobrevivan.

En algunos tipos de cancer, el mejor enfoque consiste en combinar cirugia,
radioterapia y quimioterapia. La cirugia o la radioterapia tratan el cancer localizado,
mientras que la quimioterapia elimina también las células cancerosas que se han
diseminado a lugares distantes del tumor. Algunas veces, se administra radioterapia
0 quimioterapia antes de la cirugia para reducir el tamafio del tumor, porque asi
aumenta la probabilidad de extirparlo por completo quirirgicamente. En ocasiones,
la poliquimioterapia es administrada no para curar, sino para aliviar los sintomas y
prolongar la vida del paciente. La poliquimioterapia es eficaz cuando existe cancer
avanzado que no se puede someter a radioterapia o a cirugia (por ejemplo,
carcinoma pulmonar no microcitico, cancer de eséfago o cancer de vejiga que no
se pueden extirpar quirargicamente por completo) (Manual MSD, 2017).

La poliquimioterapia aumenta la supervivencia sin recidiva y la supervivencia global
de las mujeres con cancer de mama. También disminuye significativamente el
riesgo de recidiva y la muerte en comparacion con la terapia no combinada. En un
estudio realizado por Cole y colaboradores (2001), para las mujeres mas jévenes
(menores de 50 afios) la reduccion del riesgo de recidiva fue del 35.3% y la
reduccion del riesgo relativo para la mortalidad fue del 27.3%. Mientras que para las
mujeres de mayor edad (entre 50 y 69 afos), las reducciones del riesgo relativo
fueron menores, pero aun asi significativas. A pesar de los valores estadisticamente
significativos en los resultados obtenidos con la terapia combinada, es de
importancia determinar si la magnitud de lo alcanzado con este tratamiento es
justificable en relacién con los efectos toxicos de la quimioterapia y la disminucion
en la calidad de vida de pacientes quienes después de la cirugia primaria podrian
disfrutar de algo totalmente inverso.

El CbPt y el 5-FU son compuestos antineoplasicos ampliamente utilizados en la
clinica para el tratamiento de diferentes tipos de cancer. Estos compuestos son

comunmente administrados en esquemas de asociacién o en combinacion con otros
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agentes quimioterapéuticos de uso comun, lo anterior se realiza con la finalidad de
lograr el objetivo de la poliquimioterapia, que es aumentar la eficiencia
antineoplasica por medio de la combinacion de diferentes mecanismos de accion
de los compuestos a utilizar en la terapia. Existen en la bibliografia diversos estudios
que se han enfocado en la evaluacion de la poliquimioterapia con la finalidad de
mejorar la eficiencia en el tratamiento contra el cancer, en la Tabla 3 y 4 se muestran
los resultados de diferentes estudios, en los que se ha evaluado el efecto
quimioterapéutico del CbPt y del 5-FU cuando estos agentes son utilizados en
combinacion con otros agentes antitumorales para el tratamiento de diferentes tipos
de cancer. En la tabla 3 y 4, se resume la informacion relacionada con las
poliquimioterapias en las que se han utilizado estos compuestos y se han obtenido
resultados favorables, lo que hace a estos agentes antineoplasicos interesantes

para ser evaluados en otras terapias combinadas.

Tabla 3. El carboplatino y su utilidad en la poliquimioterapia

Poliqguimioterapia Cancer Resultado Referencia
Favorable

Carboplatino/Paclitaxel Ovario | Sl Kim et al., (2009)

Carboplatino/Paclitaxel Eséfago | SI Honing et al., (2014)
Sl, pacientes en

Carboplatino/Paclitaxel Pulmoén | estadio 1B con | Chang et al., (2014)
tumor >4 cm

Carboplatino/Paclitaxel Cérvix | Sl Shoiji et al., (2012)
Sl, pacientes en

Carboplatino/Paclitaxel Pulmén | estadio IB con | Strauss et al., (2008)
tumor > 4 cm

Carboplatino/Paclitaxel Cabeza Sl Semrau et al., (2011)

y cuello

Carboplatino/Docetaxel Cérvix NO Ukita et al., (2013)

Carboplatino/Docetaxel Mama Sl, pacientes Pérez et al., (2005)
con metastasis

Carboplatino/Docetaxel Pulmén | SI Zhi et al., (2013)

Carboplatino/Gemcitabina | Puimén | Sl Lim et al., (2013)

Carboplatino/Pemetrexed | Pulmén | Si Zukin et al., (2013)

Carboplatino/Docetaxel/ | p 60 | g Takiguchi et al., (2014)

Bevacizumab

Carboplatino/Vinorelbina | Pulmén | Si Masters et al., (2003)

Estadio IB= el tumor mide mas de 3 cm, pero no mas de 4 cm, y el cancer no se diseminé
a los ganglios linfaticos.
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Tabla 4. El 5-FU en poliquimioterapia contra el cancer

Poliqguimioterapia Cancer Favorable Referencia
5-FU/Oxaliplatino Colon Sl
5-FU/Oxaliplatino Gastrico .SI’ tumor | Mathé et al., (1989)
irresecable
Sl, moderado en
5-FU/Cisplatino/Leucovorina Colon estadio Shin et al., (2005)
avanzado
5-FU/Cisplatino/Leucovorina | Tracto Biliar Sl, p§C|en_tes Taieb et al., (2002)
con metastasis
. . L Sl, tumor
5-FU/Cisplatino/Docetaxel Gastrico irresecable Oh et al., (2005)

Enfermedad Sl, pacientes de
5-FU/Metotrexato/Etoposido | trofoblastica » P Wang et al., (2006)
i alto riesgo
gestacional

1.4.1. El 6SA y su uso en poliqguimioterapia

El 6SA, compuesto de origen natural con capacidad anticancerigena, también ha
sido evaluado en combinacion con otros compuestos antineoplasicos. Legut et al.,
(2014), realizaron un estudio utilizando liposomas que contenian mitoxantrona, 6SA
y vitamina C, con la finalidad de evaluar el efecto citotoxico de estos compuestos en
lineas celulares de melanoma humano (A375 y Hs294T) y en fibroblastos dérmicos
humanos normales. Los resultados del estudio mostraron que el 6SA aumento la
citotoxicidad de la mitoxantrona frente al melanoma en comparacién con los
liposomas que contenian sulfato de amonio y el antineoplasico. Ademas, se observé
gue la vitamina C y el 6SA protegen a las células normales (no transformadas) de
los dafios causados por el anticancerigeno. La formulacién que combin6é 6SA,
vitamina C y mitoxantrona mostré resultados prometedores en términos de
citotoxicidad y citoproteccion, por lo tanto, la combinacion de estos compuestos
podria tener un potencial en el tratamiento contra el cancer.

Recientemente Gnanaprakasam y colaboradores, en 2021, reportaron un estudio
con la finalidad de observar el efecto antitumoral del 6SA en un modelo animal
inmunocompetente. Para ello, se utilizaron ratones hembra Balb/c, los cuales fueron
sometidos a un alotransplante con células de cancer de mama 4T1. Los animales
fueron administrados con 6SA (2 mg/kg, i.p.), taxol (0.2 mg/kg, i.p.) y un tratamiento
combinado de ambos compuestos. Los resultados demostraron que el 6SA redujo
el volumen y peso del tumor mediante apoptosis inducida por caspasa-8. Ademas,
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el 6SA disminuy6 la metastasis en pulmoén e incrementd la proporcion de células
inmunes en sangre, en ganglios linfaticos y en médula 6sea. Por otra parte, el taxol
ocasiondé una disminucion en linfocitos causando inmunosupresion sistémica y
mielosupresion en médula ésea. El tratamiento combinado redujo la citotoxicidad
ocasionada por el taxol en sangre y médula 6sea, aunque no disminuyd el volumen

y peso del tumor en mayor proporcion a lo realizado por las monoterapias.

1.5. Justificacion

El cancer es un problema social que representa una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. La quimioterapia es uno de los principales tratamientos
utilizados en la terapia contra el cancer. EI CbPt y el 5-FU son agentes
guimioterapéuticos utilizados comunmente en conjunto con otro antitumoral y tienen
como principal efecto secundario producir mielosupresion. En la actualidad,
multiples de los farmacos que se utilizan en el tratamiento contra el cAncer proceden
o derivan de una fuente natural. El 6SA, es un compuesto de origen natural con
actividad antineoplasica que no produce toxicidad en células normales. La
combinacion de compuestos antineoplasicos se realiza con la finalidad de obtener
un comportamiento sinérgico o sumatorio que aumente la potencia terapéutica de
las sustancias en combinacién en el tratamiento contra el cancer. Por lo que la
poliquimioterapia con 6SA y los antineoplasicos mencionados, podria resultar en
una reduccion mas eficiente de tamafio de un tumor cancerigeno. Por otra parte,
por efecto del 6SA, se disminuiria el efecto toxico de los antitumorales sobre las

células del sistema inmune disminuyendo los efectos adversos de la quimioterapia.

1.6. Hipétesis
La poliquimioterapia con 6SA y otros antineoplasicos provocard un efecto
antitumoral mayor comparado con la terapia de cada compuesto por separado y

mejorara la sobrevida.
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1.7. Objetivos
1.7.1. Objetivo General
Evaluar si la poliquimioterapia con 6SA y CbPt o 5-FU provoca un efecto antitumoral

mayor comparado con la monoterapia.

1.7.2. Objetivos Particulares

1.7.2.1. Cuantificar la reduccién en el tamafio y volumen tumoral por la
poliquimioterapia en comparacion de la monoterapia en un modelo murino de cancer
de mama autdlogo.

1.7.2.2. Evaluar el indice de metastasis en el pulmon mediante el ensayo con 6-TG.
1.7.2.3. Determinar si el 6SA disminuye la mielosupresion y leucopenia producida
por los diferentes tratamientos en un modelo murino de cancer de mama autoélogo.
1.7.2.4. Determinar la sobrevida de los animales inoculados con la linea celular
tumoral 4T1 bajo en los diferentes tratamientos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio experimental

Ratones hembra Balb/c

6-8 semanas de edad
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____________________

- S6lo tumor
- Vehiculos
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(n=6)
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 AA (6 mg/kg)
* 6SA (6 mg/kg)

(n=6)

Antineoplasicos:
* 5-FU (40 mg/kg)
* CbPt (100 mg/kg)

(n=6)

Evaluacion de
sobrevida

Tratamiento
combinado:
AA/6SA
+
5-FU/CbPt
(n=6)

Peso de los animales
y volumen del tumor

Pulmoén

Ensayo de metastasis con
6-tioguanina

5-FU = 5-fluoruracilo

CbPt = carboplatino

Sacrificio de los
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Sangre y
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Conteo celular y recuento diferencial de

leucocitos.

Apoptosis/necrosis

utilizando

anexina V e IP por citometria de flujo

AA = mezcla de acidos anacardicos




2.2. Linea celular 4T1

2.2.1. Origen y caracteristicas de la linea celular

La linea celular 4T1 es una de las cuatro sublineas aisladas de un tumor mamario
gue crecidé espontaneamente en un raton hembra MMTV+ BALB/BfC3H. Esta linea
celular fue seleccionada por su resistencia a 6-tioguanina, el tumor formado por las
células 4T1 es altamente tumorigénico e invasivo y a diferencia de otros modelos
tumorales presenta una alta incidencia de metéastasis espontanea desde el tumor
primario ubicado en la glandula mamaria hasta mdultiples sitios distantes en el
organismo incluyendo ganglios linfaticos, tejido sanguineo, higado, pulmén, cerebro
y hueso (Pulaski y Ostrand-Rosenberg, 2001).

2.2.2. Cultivo de la linea celular 4T1

La linea celular criopreservada en nitrégeno liquido se descongelara a temperatura
ambiente en 5 ml de medio RPMI-1640 complementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB), 1% de estreptomicina (100 U/ml), 1% de penicilina (um/ml) y 100 nM
de aminoacidos no esenciales. El cultivo celular se mantuvo a 37° C y en una
atmosfera de 5% de COsz. A las 4 h de incubacién se cambio el medio de cultivo. Se
examinaron a través del microscopio y cuando alcanzaron el 80% de confluencia se
realiz6 un subcultivo para esto se lavaron las células dos veces con solucién
amortiguadora de fosfatos 1X (PBS 10X; NaCl 80 g, KH2PO4 2.4 g, Na2HPO4 14.4
g y KCI 2 g, aforada a un litro de agua milliQ y pH 7.4), después se agregarén 300
pl de tripsina y se incub6 de 2-3 min. Posteriormente, las células se suspendieron

en medio RPMI para inactivar la tripsina para finalmente subcultivarse.

2.3. Extraccién y aislamiento de AA de Amphipterygium adstringens

El material vegetal se obtuvo de la empresa Pacalli, como cuachalalate corteza
100%, en presentacion de bolsas de 100g. Se maceraron 200 g de corteza de A.
adstringens finamente molida a temperatura ambiente y se mantuvo durante una
semana con hexano, el extracto se concentré a presion reducida utilizando un
evaporador rotatorio y se almaceno a 4 °C en la oscuridad hasta su uso. Se analizo

la composicion del extracto mediante cromatografia en capa fina (TLC, laminas
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recubiertas de gel de silice Merck 60F-254) con un sistema Hex: CH2Clz2: EtOAc
(20:20:10) como eluyente y las capas finas fueron visualizadas bajo una lampara
UV o mediante revelado con molibdato de cerio o sulfato de cerio. A continuacion,
aplicamos 2.7 g del extracto hexanico a una columna de cromatografia (gel de silice,
malla Merck 230-400) con el mismo sistema de eluyente para obtener diferentes
fracciones. ldentificamos la composicibn de estas fracciones mediante la
comparacion del analisis de RMN 1H (Sistema de RMN de Varian a 600 MHz
usando CDCIs, Metanol-d4 como solventes o una combinacion) y el analisis de
espectrometria de masas (espectrometro de velocidad de Bruker AmaZon por
electropulverizacién en masa) con datos publicados y por TLC con 6SA puro (C15:
0) como referencia (Figura 9). Las fracciones 35 a 69 produjeron un sélido
blanquecino amarillento, el andlisis de RMN1H y espectrometria de masas (Figura
9 y Apéndice A) indic6 una mezcla de acidos fendlicos de cadena larga, que se
conocen como AA, en la que el 6SA esta altamente representado con patrones
similares y consistentes con los previamente reportado en la literatura.
Seleccionamos la fraccion 68 para estudios farmacolégicos adicionales, en

particular debido a su mayor proporcién de 6SA.

Se obtuvo el extracto hexanico de la corteza de A. Adstringens con un rendimiento
de 3.5 g de un residuo aceitoso de color verde oscuro, el cual representé el 1.75%
(w/w) del total de corteza utilizada. De acuerdo con Mata y colaboradores (1991) y
Castillo-Juarez y colaboradores (2007), el método de extraccién que se utilizé
produce una mezcla de AA que contiene aproximadamente 50% de 6SA, acido 6-
hexadecil salicilico (6-7%), acido 6-heptadecil salicilico (28-29%), acido 6-nonadecil
salicilico (7.5-8.5%) y un compuesto monoinsaturado con una cadena alquilica de
19 carbonos (6.5-8.6%) denominado acido 6-[15"(Z)-nonadecenil]-salicilico. De
igual manera, el analisis de masas exhibié un patron de sefales consistentes con
los datos reportados con anterioridad (Déciga-Campos et al., 2007; Castillo-Juarez
et al., 2007).
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Figura 9. Caracterizacion de los &cidos anacardicos. Cromatografia en capa fina de 6SA
usada como referencia (REF), fraccion 68 de la mezcla de AA (F68) y el extracto hexanico
obtenido de la corteza de A. adstringens (EXT) observados bajo luz ultravioleta (UV) y el
revelador Cerio/Molibdeno (CE/MO) (A). Espectro de 1H RMN (600 MHz, CDCI3) de la
fraccion 68 (B): (600 MHz, & 7.25 (t, 1H, J= 7.25 Hz, H-5), 6.92 (dd, 1H, J= 7.62, 4.01 Hz,
H-6), 6.48 (dd, 1H, J=7.1, 3.8 Hz, H-4), 2.82 (m, 2H, H-8), 1.6 (m, 2H, H-9), 1.28 (m, 26H,
H-10-21), 0.89 (t, 3H, J= 6.95,6.95 Hz, H-22).
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2.4. Modelo animal Balb/c

2.4.2. Animales

Como modelo animal se utilizaron ratones Balb/c hembra inmunocompetentes de 6
a 8 semanas de edad. Se emplearon 6 ratones por cada grupo experimental. Los
animales tuvieron libre acceso a agua y alimento, se encontraron en condiciones
contraladas de temperatura (19-25° C) y humedad (40-70 %), con periodos de luz
obscuridad de 12/12 h. Se realizé el monitoreo y registro de consumo de alimento,
ingesta de agua y peso corporal de los animales durante los tratamientos. Los
procedimientos se realizaron siguiendo la Norma Oficial Mexicana para el correcto
uso de animales de experimentacion (NOM-062-ZO0-1999) y el protocolo
experimental aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) del Cinvestav (175-10 y 0082-14).

2.4.3. Preparacion de la linea celular 4T1 para la inoculacién

Se tomaron las células de la placa de medio de cultivo a una confluencia del 80%,
se agregaron 5 ml de PBS después de la solucién de tripsina y se incubaron las
células durante 2 min. Posteriormente, se afiadieron 5 ml de medio RPMI
suplementado para inactivar la tripsina. La suspensién celular se transfirié a tubos
conicos de 15 ml y se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm a temperatura
ambiente. El sobrenadante se decantd y el sedimento celular se resuspendié en
PBS. La densidad celular se determiné utilizando un hemocitémetro. Las células se
diluyeron en medio libre de SFB y la densidad se ajust6 al volumen de inyeccion de
10* células en 50 pl. Las células se inyectaron inmediatamente para mantener la

viabilidad celular (Pulaski y Ostrand-Rosenberg, 2001).

2.4.4. Inoculacion de la linea celular 4T1

Las células en dilucion se cargaron en una jeringa de tuberculina del ml con una
aguja hipodérmica de 18G. Se desalojaron las burbujas de aire dentro de la jeringa
golpeando a un lado de la jeringa con el dedo indice. Se realizé un cambio de aguja
por una de 27G para llevar a cabo la inoculacion de las células tumorales. Los

animales se sujetaron con una mano por detras de las orejas utilizando el dedo
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indice y el pulgar, posteriormente el cuerpo del raton se estira a través de la mano
con la finalidad de que la parte del abdomen quede totalmente despejada y visible.
Las células tumorales 4T1 se inocularon por via subcutanea (s.c.) en la glandula
mamaria penetrando suavemente la piel con el bisel de la aguja hacia arriba.

Como primer paso para establecer el modelo tumoral evaluamos el efecto de la
inoculacion de diferentes cantidades de células 4T1 en el raton Balb/c, esto se
realizé con la finalidad de conocer la menor densidad celular eficiente para la
formacion del tumor en el 100% de los animales, ademas de poder aumentar la
ventana de tratamiento de los diferentes grupos de experimentacion y poder asi
evaluar de mejor forma algunos pardmetros como la sobrevida. Observamos que
utilizar una densidad de cinco mil células produce un cambio significativo en el
volumen del tumor, asi como en la ventana de tratamiento disponible para esos
animales con respecto a nuestro grupo control (100,000 células). La desventaja que
presentd este grupo esta relacionada con la aparicion del tumor, la cual no es
precisa de una fecha y presenta una variacion de entre 8-10 dias para su palpacion.
Por otra parte, los animales inoculados con diez y veinte mil células no presentaron
cambios significativos en el volumen del tumor con respecto al grupo control, estos
grupos presentaron una curva de crecimiento tumoral similar, diferenciandose
Gnicamente en el dia y la precision de la aparicion o palpacion del tumor (a los ocho
y cinco dias respectivamente), por lo mencionado con anterioridad, se decidio
inocular a los animales con cinco mil células en los experimentos posteriores, ya
que es la unica densidad celular que nos brinda una ventaja 0 mejora en nuestro

modelo (Figura 10).

2.4.5. Control del crecimiento tumoral

El control del crecimiento del tumor se realizé palpando diariamente el area de la
inyeccion con el dedo indice y pulgar para detectar la presencia del tumor. Los
tumores se midieron empleando un calibrador Vernier y el tamafio se calculé en
milimetros usando la formula: V = 0.5 x A2 x L, donde V es el volumen (en mm?), A
el didmetro corto y L el diametro largo del tumor (Pulaski y Ostrand-Rosenberg,
2001).
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Figura 10. Desarrollo del crecimiento del tumor utilizando diferente densidad de células 4T1.
Ratones hembra Balb/c inoculadas con 5,000, 10,000, 20,000 6 100,000 células. Media +
SEM. *p<0.05 t de Student contra 100,000 células.

2.5. Tratamientos

Se trabajé 8 grupos de ratones inoculados con la linea celular 4T1 divididos de la
siguiente manera: 1) control sélo tumor, 2) vehiculo PBS:DMSO:Tween-20
(7.6:2:0.4), 3) vehiculo solucion salina, 4) 6 mg/kg de 6SA, 5) CbPt (100 mg/kg), 6)
5-FU (40 mg/kg), 7) poliquimioterapia de 2 mg/kg de 6SA mas CbPt (100 mg/kg) y
8) poliquimioterapia de 2 mg/kg de 6SA mas 5-FU (40 mg/kg). Los tratamientos se
administraron por via intravenosa (i.v.) 8 dias después de la inoculacion de las
células 4T1, en una cantidad maxima de 50 ul ajustados con PBS:DMSO:Tween-20

o solucién salina durante tres ciclos de una administracion cada 7 dias.

2.6. Obtencion de 6rganos y tejidos
Los ratones se sacrificaron utilizando isofluorano por via respiratoria a los 28 dias a

partir de la inoculacién. Se obtuvo la sangre puncion cardiaca y se extrajeron los
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pulmones para el ensayo de metastasis, ademas de la médula 6sea y el tumor. La
médula 6sea se obtuvo a partir del fémur de ambas piernas del ratdén, se cortaron
los huesos por ambos extremos y se pasaron 2 ml de SFB a través del hueso
utilizando una aguja de 25G. Las células se disgregaron pasandolas a través de la
aguja y se resuspendieron a una densidad de 1X10° células para su tincion.

El tumor primario del tejido mamario se extrajo y se peso, posteriormente se coloco
sobre una caja petri de cultivo con 2 ml de medio RPMI frio para ser disgregado por
métodos enzimaticos y mecanicos. Primero, el tumor se cortd finamente desde la
periferia hasta el centro, liberando la mayor cantidad de células. En seguida, se
afadieron 2 ml de una solucién de colagenasa A (2.5 mg/ml/g de tejido) y se incubd
a 37° C durante 1 h con agitacion constante. La suspension celular obtenida se filtrd
en una malla de 40 micras adicionando 5 ml de medio RPMI, por ultimo, se tomaron
1X108 células para su tincion. Ademas, se extrajeron diferentes 6rganos como bazo,
higado y rifones para determinar el peso relativo de éstos respecto el peso corporal

de los animales.

2.7. Ensayo de metéstasis

2.7.1. Principio

Para la mayoria de los modelos tumorales la cuantificacion de células metastasicas
en organos distantes es bastante complicado, ya que las células tumorales pueden
estar dispersas e incrustadas dentro del tejido normal. Debido a que las células
tumorales 4T1 son resistentes a la 6-tioguanina (6-TG), un compuesto con
capacidad antineoplasica, las células metastasicas 4T1 pueden ser detectadas y
cuantificadas en érganos explantados. El cultivo de células disociadas en medio
suplementado con 6-TG y permite el conteo del nimero de células tumorales
resistentes a dicho agente citotéxico. Este procedimiento proporciona un ensayo
sensible y permite la monitorizacion cuantitativa del desarrollo de metastasis
espontanea en mudltiples sitios distantes al tumor primario (Pulaski y Ostrand-
Rosenberg, 2001).
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2.7.2. Procedimiento

Se realiz6 la extraccion de los pulmones de cada uno de los animales y una parte
de estos (1/3 del 6érgano) se destinaron para realizar el ensayo. La parte del pulmén
se coloco en una caja de 6 pozos y se lavo con PBS para retirar el exceso de tejido
sanguineo. Posteriormente, se agregd una solucion de colagenasa y se realizé la
disgregacion del 6rgano de manera mecanica utilizando tijeras o navaja. Después
se incubo a 37 °C por 30 min. La muestra se filtr6 a través de un colador utilizando
5 ml de HBSS (solucion salina balanceada de Hank). Del filtrado final se tomaron 5
ul para realizar el sembrado de células en cajas de cultivo tipo petri medianas
utilizando medio RPMI suplementado que contiene 6-TG (60 mM). Los cultivos se
incubaron durante 5 dias, hasta observar el crecimiento de las colonias 4T1. Se
realiz6 el conteo de colonias en cada una de las cajas de cultivo (Pulaski y Ostrand-
Rosenberg, 2001; Kramer et al., 2015).

2.8. Conteo total y diferencial de leucocitos

2.8.1. Principio

En la sangre circulan cinco tipos de células que se originan de tres series
hematopoyéticas a saber: de la serie granulocitica, los polimorfonucleares
neutroéfilos, eosinodfilos y basdfilos, de la serie linfocitica, los linfocitos y de la serie
monocitica, los monocitos. En el recuento de leucocitos manual sélo se analizan
entre 100 y 200 células. Es importante tener en cuenta que el recuento diferencial
de leucocitos por métodos manuales, ademas de las relacionadas con los
problemas de preparacion y coloracion de los extendidos tiene otras fuentes de error
como la distribucién de las células, el reconocimiento de las células y los errores

estadisticos de la muestra, debido a que sélo se analizan 100 células.

2.8.2. Procedimiento

El conteo diferencial de leucocitos se llevé al cabo a través de un frotis o extendido
sanguineo. La sangre se obtuvo de los animales por puncion cardiaca utilizando
heparina para evitar su coagulacion y se utilizo para preparar el frotis. Para lo

anterior se ocuparon dos portaobjetos y una pequefia gota de sangre (3-5 pl). Una
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vez realizado el frotis este se dej6é secar al aire. Posteriormente, se fij6 la muestra
con metanol por 3 min y los portaobjetos se sumergieron por 3 min en el colorante
Wright-Giemsa, finalmente se lavaron con abundante agua destilada y se dejaron
secar al aire para posteriormente observar las preparaciones en un microscopio de
campo claro para evaluar el conteo diferencial de leucocitos. El conteo diferencial
se realizdé en 3 frotis diferentes por animal con la finalidad de disminuir el error

metodoldgico antes mencionado.

2.9. Evaluacion de la apoptosis en el tejido tumoral, sangre y médula 6sea
2.9.1. Principio

La apoptosis es un proceso regulado de muerte celular que ocurre como parte
normal del desarrollo. Este proceso de muerte participa en enfermedades diversas
y se distingue de la necrosis por caracteristicas morfolégicas y cambios
bioguimicos. En células normales la fosfatidilserina (FS) se localiza en la parte
interna de la membrana plasmatica, sin embargo, en las células apoptéticas la FS
se trasloca a la parte externa de la membrana. La anexina V, un anticoagulante
humano, es una proteina que se une a fosfolipidos dependiente de calcio con un
peso molecular de 35-36 kDa y que presenta una afinidad alta por la FS. La anexina
conjugada con un fluoréforo como el isotiocianato de fluoresceina (FITC, por sus
siglas en ingles) o con biotina que permite identificar a las células en apoptosis por
union a la FS expuesta en la parte externa de la membrana. Por otra parte, el yoduro
de propidio (IP) es un agente fluorescente que se intercala en el ADN, las células
vivas son impermeables al IP, y puede tefiir a las células muertas pues cuando la
célula entra en necrosis la membrana plasmatica sufre dafios de tal manera que el
IP puede adentrarse e intercalarse al ADN y que atraviesa la membrana celular, con
esta doble tincion es posible diferenciar mediante citometria de flujo entre las células
viables, células en apoptosis y células necroticas (Invitrogen, 2010).

2.9.2. Procedimiento

Las células que se obtuvieron a partir del tumor se disgregaron y lavaron con

solucion defluorescencia activada de células (FACS, por sus siglas en inglés) (PBS
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con 0.02% de azida de sodio y 5% de SFB). Los linfocitos infiltrados en el tumor se
marcaron con 0.5 pg/ml de anti-CD3-Brillante violeta y se incubaron durante 45 min
en la oscuridad. Después del lavado con FACS, las células se resuspendieron en
una solucién con 2 ul de anexina V e IP por cada 1x10° células, posteriormente se
incubaron por 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Se evaluaron un total
de 50,000 eventos por cada muestra por citometria de flujo (BD LSRFORTESSA).
Los datos se analizaron utilizando el software Flow Jo (Tree Star, San Carlos, CA,
USA) (Alam-Escamilla et al., 2015). En la Figura 11, se muestra como se realiz0 la
seleccion de la poblacién y posteriormente la seleccidon de las células individuales
para finalmente determinar el porcentaje de apoptosis en el tejido en estudio.

Single Cells

Q2

Apoptosis
tardia

Apoptosis
temprana
Q1

Figura 11. Seleccion de la poblacién celular para evaluar apoptosis. Determinacion de
apoptosis utilizando Anexina V e IP.
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2.10. Analisis estadistico

Se realiz6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion de
los datos, posteriormente se opto por realizar la prueba t de Student o U de Mann-
Whitney, de acuerdo con el resultado de la prueba de distribucién, con la finalidad
de evaluar las diferencias de los diferentes grupos contra el grupo control. Ademas,
para establecer diferencias significativas entre los diferentes grupos de tratamiento
y los tiempos se estadistico se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de
una prueba post hoc Bonferroni. Los datos se reportaron como media + desviacion
estandar (SD) o error estdndar de la media (SEM) y se considerd una p < 0.05 como

nivel de significancia.
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3. RESULTADOS

3.1. Efecto antitumoral de los tratamientos

Evaluamos el efecto antineoplasico del CbPt y 5-FU en comparacion con el 6SA 'y
la mezcla de AA monitoreando el volumen tumoral cada tercer dia durante 21 dias
de tratamiento y también por la obtencion del peso del tumor después del sacrificio.
Todos los tratamientos produjeron una disminucion estadisticamente significativa en
el volumen del tumor (Figura 12A). El 5-FU fue el agente antineoplasico que causoé
el mayor efecto sobre este parametro, produciendo una disminucién del 66.1%
comparado con el grupo control. El 6SA y los AA produjeron una disminucién
significativa del volumen del tumor generando una disminucion del 51.6% y 31.1%,
respectivamente. Ademas, todos los tratamientos disminuyeron el peso del tumory
el 5-FU produjo el mayor efecto de todos los compuestos evaluados (Figura 12B).
Debido a los resultados anteriores elegimos al 5-FU como primera opcion para
realizar la poliquimioterapia con 6SA y AA con la finalidad de obtener un efecto
sinérgico o sumatorio entre los compuestos antineoplasicos, ademas de buscar un
efecto protector del 6SA o los AA sobre los efectos secundarios producidos por el
5-FU.

La terapia combinada de 6SA o AA con 5-FU disminuyé el volumen del tumor en un
66.7% (6SA/5-FU) y en un 48% (AA/5-FU) comparado con el grupo control. El efecto
antineoplasico de la poliquimioterapia con 5-FU fue mayor al obtenido con las
monoterapias de 6SA y AA (Figura 12A y 12B). Sin embargo, el efecto observado
fue similar al del tratamiento de 5-FU, lo que indica que no hay un sinergismo o
efecto sumatorio entre los dos tratamientos, sugeriendo que los blancos
moleculares de estos tratamientos pueden ser semejantes. Posteriormente se
realiz6 la pliguimioterapia con 6SA y CbPt. Esta produjo una disminucién
significativa del volumen y del peso del tumor comparado con el grupo control y con
las monoterapias (Figura 12C y 12D), y disminuy6 el volumen del tumor en un 55%
en comparacion con la monoterapia con CbPty en un 67% comparado con el grupo
de 6SA. En este caso, se puede plantear que los blancos moleculares del 6SA y del
CbPt son diferentes, por lo que se puede observar un efecto sumatorio de ambos

tratamientos combinados en la reduccion del tumor.
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Figura 12. La poliquimioterapia 6SA/CbPt es més eficiente en inhibir el crecimiento tumoral.
Ratones Balb/c hembras inoculadas con 5x10°célufias 4T1 en 50 pl), 8 dias después de la
implantacién del tumor se administraron con 6SA (6 mg/kg), AA (6 mg/kg), 5-FU (40 mg/kg),
CbPt (100 mg/kg), 6SA/5-FU (6+40 mg/kg), AA/5-FU (6 + 40 mg/kg) o 6SA/CbPt (6+100
mg/kg) por 21 dias. Fotografias representativas de los tumores (A). Se determind el
volumen (B y D) y peso del tumor (C y E). Media + SEM (By D) o + SD (C y E), n=6. 25-
FU, "CbPt, °6SA, 9AA, “6SA/5-FU, ¢AA/5-FU, 6SA/CbPt p<0.05 ANOVA de dos vias post-
hoc Bonferroni.
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3.2. Reduccidn de la metéastasis en el pulmon

Uno de los principales problemas del proceso canceroso es la migracion de células
a oOrganos distantes al tumor primario a través de un proceso denominado
metastasis. Evaluamos la metastasis mediante el cultivo de las células del tejido
pulmonar en presencia de 6-TG, lo que permite le crecimiento de las células 4T1,
pero no de las células de tejido pulmonar, asi se cuantificd la formacion de focos
cancerosos en organos distantes al tumor primario como el pulmén (Figura 13A).
Todos los tratamientos redujeron de forma significativa la metastasis al pulmon
comparados con el control sin tratamiento. El tratamiento combinado con 5-FU
(6SA/5-FU y AA/5-FU) caus6 una disminucion significativa de la metéstasis
comparado con el control, sin embargo, no produjeron un efecto mayor al
ocasionado por las monoterapias (6SA y 5-FU) (Figura 13B y 13C).

Por otra parte, la poliqguimioterapia con 6SA/CbPt disminuyo de forma significativa
la migracion de las células 4T1 al pulmén comparado con el grupo control, 6SA y
CbPt (Figura 13B y 13C), observando un efecto eficiente en la reduccion de este

pardmetro, respuesta esperada en una terapia combinada.

3.3. Mielosupresién y leucopenia

Evaluamos la muerte celular por apoptosis/necrosis en células sanguineas y de la
médula 6sea para determinar si el 6SA y los AA eran capaces de disminuir los
efectos téxicos producidos por el 5-FU y CbhPt sobre estas células y por ende
proteger al organismo de la mielosupresién y la leucopenia producida por los
agentes antineoplasicos.

El tratamiento con 5-FU y CbPt causé un incremento importante en el porcentaje de
células apoptéticas en la sangre circulante (Figura 14A) y en las células de la
médula 6sea (Figura 14B) comparado con el grupo control, mientras que el 6SA 'y
los AA no produjeron ningun efecto toxico sobre estos tejidos. En los tratamientos
combinados observamos una disminucion del porcentaje de células apoptoticas en
comparacion con los agentes antineoplasicos solos, indicando que tanto el 6SA

como los AA disminuyen el efecto toxico ocasionado por los quimioterapéuticos
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Figura 13. La poliquimioterapia con CbPt es el mejor tratamiento para disminuir la migracion
de las células 4T1 al pulmén. Ratones Balb/c hembras inoculadas con 5x10° células 4T1
en 50 pl, 8 dias después de la implantacion del tumor se administraron con 6SA (6 mg/kg),
AA (6 mg/kg), 5-FU (40 mg/kg), CbPt (100 mg/kg), 6SA/5-FU (6+40 mg/kg), AA/5-FU (6+40
mg/kg) o 6SA/CbPt (6+100 mg/kg) cada 7 dias por 3 semanas. Fotografias representativas
de las colonias de células 4T1 (A). Colonias 4T1 en el pulmén (B). Media + SD, n=6. *p<0.05
ANOVA de una via post-hoc Bonferroni vs. control, 2vs. 5-FU, vs. CbPt, ®vs. 6SAy %vs. AA.
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(Figura 14), aungue en los tratamientos combinados el porcentaje de apoptosis no
se redujo al nivel del grupo control.

El conteo diferencial de leucocitos (Tabla 5), mostré en primera instancia un efecto
adverso del 5-FU y CbPt sobre diferentes subpoblaciones celulares, estos
compuestos disminuyeron el porcentaje de neutréfilos y aumentaron el porcentaje
de células inmaduras en circulacion, reflejando un esfuerzo por parte de la médula
Osea para mantener las proporciones de las células de sangre periférica, lo anterior
comparado con los resultados obtenidos para el grupo control. Por el contrario, el
tratamiento con 6SA y los AA produjeron un incremento de linfocitos comparado con
los grupos control y 5-FU, este evento no fue tan elevado como para alcanzar los
valores normales en estas células en ratones Balb/c, los cuales oscilan entre un 60-
70% de los glébulos blancos (The Jackson Laboratory, 2007), pero contribuye a la
restauracion de los valores de linfocitos en sangre.

Observamos que los tratamientos combinados incrementaron el porcentaje de
neutréfilos y linfocitos y disminuyeron la proporcion de células inmaduras
circulantes, esto indica que tanto el 6SA como los AA protegen a estas células de
los efectos toxicos producidos por los quimioterapéuticos.

Es de importancia mencionar que en nuestro modelo de cancer las células 4T1
inducen granulocitosis severa, lo cual incrementa los valores normales de
neutréfilos en estos animales (DuPré et al., 2007).

Determinamos el nimero de células en la sangre y en la médula 6sea para evaluar
de forma facil y rapida la mielosupresion causada por los quimioterapéuticos y
ademas para remarcar el efecto protector que podria estar causando el 6SA ante
los efectos téxicos del 5-FU y el CbPt. En primera instancia, observamos que el
tratamiento 5-FU causo una fuerte disminucion del 96% en el nUmero de células en
sangre y del 73.5% en la médula 6sea, mientras que el CbPt caus6 una disminucién
del 93% de las células de la sangre y del 58% en la médula 0sea, estos efectos
estan vinculados con el incremento en la apoptosis producido por estos compuestos
en dichos tejidos. El tratamiento con 6SA y los AA no redujeron el nimero de células

circulantes en la sangre, sin embargo, causaron una disminucion significativa de
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este parametro en la médula 6sea, mostrando una ligera toxicidad que no es

comparable a la producida por los antineoplasicos.
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Figura 14. Los &cidos anacéardicos disminuyen la leucopenia y la mielosupresion causada
por los quimioterapéuticos. Ratones Balb/c hembras inoculadas con 5x10° células 4T1 en
50 ul, 8 dias después de la implantacion del tumor se administraron con 6SA (6 mg/kg), AA
(6 mg/kg), 5-FU (40 mg/kg), CbPt (100 mg/kg), 6SA/5-FU (6+40 mg/kg), AA/5-FU (6+40
mg/kg) o 6SA/CbPt (6+100 mg/kg) cada 7 dias por 3 semanas. Fotografias representativas
de las colonias de células 4T1 (A). Colonias 4T1 en el pulmén (B). Media + SD, n=6. *p<0.05
ANOVA de una via post-hoc Bonferroni vs. control, 2vs. 5-FU, vs. CbPt, ®vs. 6SAy %s. AA.

38



Tabla 5. Conteo diferencial de leucocitos y nimero de células en médula 6sea y sangre de los animales.

Subpoblacion Control 6SA AA 5-FU CbPt 6SA/5-FU AA/5-FU 6SA/CbPt
Neutrofilos  433:0.9  36.8:30  39.3:31 160+41%¢ 218:82%% 346:9.0* 36815  260:3.6%
Banda 205:17  275431% 283+4.0% 12043.6%¢ 285t47%  103+42°  228:26°  14.6+1.5%°
Linfocitos ~ 14.8:2.1 135:51% 123+10% 243:21%¢  150:44° 240472  237+L7%  47.045.6%¢
Monocitos 3506  8.5:0.6*  6.0:1.8%  40:0.8°¢ 4317  80:20%  85:26%  6.3t1.5*
Bas6filos 05:1.0 1813  08+13  0.0+00° 1.3:0.9 134112 0.0£0.0 0.040.0¢
Eosinéfilos 1813  18+13  0.0£0.0  0.8:05 10408 13:11 0.3£05 1.0£0.0
Inmaduros 14506 10345  14.0:2.0 433:59%d 285:47+¢  113:31%  80+14%¢  50+10%
Leucocitos
cel/ml 77611 60220  7.9¢14  30:1.0%9  54:07%d  50sld4mc  30s11%  7.0+1.0%c
(108
Meduladsea 53,03  18:02 17602  06:02%¢  10:08%¢  11:07%c  08:02%  1.4:0.0%
cel/ml (10°)

Ratones Balb/c hembras inoculadas con 5x10° células 4T1 en 50 pl, 8 dias después de la implantacién del tumor se
administraron con 6SA (6 mg/kg), AA (6 mg/kg), 5-FU (40 mg/kg), CbPt (100 mg/kg), 6SA/5-FU (6+40 mg/kg), AA/5-FU (6+40
mg/kg) o 6SA/CbPt (6+100 mg/kg) cada 7 dias por 3 semanas. Media + SD, n=6. *p<0.05 ANOVA de una via post-hoc
Bonferroni vs. control, avs. 5-FU, Pvs. CbPt, °vs. 6SAy dvs. AA.

Finalmente, el co-tratamiento 6SA/5-FU produjo un aumento en el nimero de
células en sangre y en médula ésea, sugiriendo, de nuevo, un efecto protector del

6SA ante los efectos toxicos causados por el 5-FU.

3.4. Toxicidad sistémica de los tratamientos

Para establecer si en respuesta a los diferentes tratamientos se presentaron
cambios en los parametros generales de toxicidad en los animales se monitore6 el
peso de los animales para determinar la ganancia de peso corporal de cada uno.
Ademas, se determind el peso relativo de varios érganos como otro parametro de
toxicidad general.

En la Tabla 6 se observa que todos los tratamientos disminuyeron el peso relativo
de los pulmones a valores cercanos a los de ratones sin tumor, esto se encuentra
estrechamente relacionado con la reduccion de focos metastasicos en este érgano.
El 5-FU produjo el mayor efecto con una reduccion del 58.3% del peso del pulmoén
comparado con el control sin tratamiento.

No observamos cambios en el peso relativo del higado producidos por las

monoterapias con respecto al grupo control, sin embargo, la poliquimioterapia
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produce un incremento significativo del peso relativo de este 6érgano que puede
estar relacionado con un aumento en el metabolismo de los animales.
Observamos un incremento importante en el peso relativo del bazo, denominado
esplenomegalia, en el grupo control y en los tratamientos con 5-FU, 6SA y AA. La
esplenomegalia es debida a la hiperplasia granulocitica inducida por las células 4T1.
El peso relativo de los rifiones no se modifico con las monoterapias, sin embargo si
se observa un cambio en el tratamiento con 6SA/CbPt.

Finalmente, los tratamientos con 5-FU y CbPt disminuyeron la ganancia de peso
corporal en los ratones, el mismo efecto se observo en los co-tratamientos con 5-
FU, poniendo de manifiesto el efecto toxico del 5-FU a nivel sistémico. Sin embargo,
el tratamiento combinado de 6SA con CbPt mantuvo un crecimiento en los animales

pues obtuvieron una ganancia de peso al final del tratamiento.

Tabla 6. Peso relativo de érganos y ganancia de peso corporal de los animales.

Organo Naive Control 6SA AA 5-FU ChPt 6SA/5-FU AA/5-FU 6SA/CbPt
Bazo 03:00 27403 26101  20410%  2.7304 13:01%°  11201%°  14805%°  17:01%
Pulmones  0.8:00 2503  10400* 1302%  10+1.1* 1.120.1% 1.1:0.2% 1.1£0.3* 1.0:0.1%
Higado 5.1+0.1 5.740.1 5.310.3 5.60.6 6.1+0.4 5.640.5 6.4+0.4* 6.9+0.8* 7.2+0.4%0¢
Rifi6N 11300 12800  12:01  1.240.1 1.20.1 1.3:0.4 13:0.1 1.410.1 15:0.1%
Ganancia -y g.09 17410 118105 103:05  -12:07%9  11307%  -0.80:0.3% 07307 063204
de peso (g)

Ratones Balb/c hembras inoculadas con 5x10°% células 4T1 en 50 l, 8 dias después de la implantacién del tumor se
administraron con 6SA (6 mg/kg), AA (6 mg/kg), 5-FU (40 mg/kg), CbPt (100 mg/kg), 6SA/5-FU (6+40 mg/kg), AA/5-FU
(6+40 mg/kg) o 6SA/CbPt (6+100 mg/kg) cada 7 dias por 3 semanas. Animales Naive no se implantaron con tumor. Media
+ SD, n=6. *p<0.05 ANOVA de una via post-hoc Bonferroni vs. control, 2vs. 5-FU, Pvs. CbPt, cvs. 6SA y %vs. AA.

Uno de los objetivos finales de la quimioterapia es prolongar la vida de los pacientes
y proporcionarles mayor calidad de vida, por lo que evaluamos la tasa de
supervivencia de los animales después de tres semanas de tratamiento.
Observamos que los animales que no recibieron tratamiento empezaron a morir al
dia 28 de la inoculacion del tumor, mientras que la primera muerte registrada en los
grupos con tratamiento ocurrié alrededor del dia 32 en los grupos tratados con 5-
FU y sus combinaciones (Figura 15). Mientras que el grupo tratado con los AA'y con

la combinacion de 6SA y CbPt no registraron muertes espontaneas antes de
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alcanzar el punto de corte del ensayo de 2 cm? de area del tumor. Cabe mencionar
que los signos de toxicidad sistémica como tener el pelo erizado, disminuir la
movilidad y el postramiento también se redujeron notablemente en estos dos grupos
de animales, por lo que se sugiere que los tratamientos con poliquimioterapia de
6SA resulté en una tasa de sobrevivencia mayor comparado con el control y los
grupos administrados con 5-FU o CbPt.
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Figura 15. Los acidos anacardicos aumentan la sobrevida de los animales. Ratones Balb/c
hembras inoculadas con 5x102 células 4T1 en 50 pl, 8 dias después de la implantacion del
tumor se administraron con 6SA (6 mg/kg), AA (6 mg/kg), 5-FU (40 mg/kg), CbPt (100
mg/kg), 6SA/5-FU (6+40 mg/kg), AA/5-FU (6+40 mg/kg) o 6SA/CbPt (6+100 mg/kg) cada 7
dias por 3 semanas. Se registro la muerte espontanea o se sacrificaron al llegar al punto
de corte del estudio de 2 cm? de area del tumor.
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4. DISCUSION

La corteza de A. adstringens ha sido utilizada en la medicina tradicional mexicana
para tratar diversos padecimientos gastrointestinales como gastritis, Ulceras y
cancer gastrico. Algunos reportes previos indican que el principio activo mas
relevante es el 6SA pues tiene un rango amplio de actividad biologica, destacando
su actividad antitumoral (Huang et al., 2014; Wu et al., 2011). Nosotros aislamos e
identificamos una mezcla de AA con una alta proporcién de 6SA a partir del extracto
hexanico de la corteza de A. adstringens con caracteristicas similares a lo reportado
con anterioridad (Déciga-Campos et al., 2007; Castillo-Juarez et al., 2007).

En este estudio demostramos que el 6SA y la mezcla de AA reducen
importantemente el volumen y el peso del tumor de células 4T1, de forma similar a
lo que algunos compuestos antineoplasicos comunes producen. El efecto
antitumoral del 6SA ha sido reportado en estudios previos en modelos tumorales de
xenoinjertos, los cuales utilizan animales inmunocomprometidos para que el tumor
no sea atacado por las células inmunes del huésped y las elimine. Tal es el caso de
los estudios de Wu y colaboradores en 2011, donde la administracion de 6SA (2
mg/kg/dia por 30 dias) en ratones con xenoinjertos de células de cancer de prostata
humano redujo el crecimiento tumoral en un 50%. También se observo la reduccién
del crecimiento del tumor por efecto del tratamiento con 6SA (2 mg/kg/dia por 14
dias) en ratones con tumores implantados de células hepaticas HepG2 (Huang et
al., 2014). Recientemente, Gnanaprakasam y colaboradores (2021), utilizando el
mismo modelo murino singénico que el nuestro, mostraron que el tratamiento con
6SA reduce el volumen y tamafo del tumor por induccién de apoptosis a través de
caspasa-8 y reduce la metastasis en el pulmoén con una dosis de 2 mg/kg de 6SA
cada tercer dia por tres semanas.

El efecto antineoplasico del 6SA se ha explicado por su capacidad de disminuir la
expresion de proteinas que participan en la proliferacion y la sobrevivencia celular
como Src, por inducir estrés de reticulo endoplasmico y por su habilidad de inhibir
a las histonas acetil transferasas (Balasubramanyam et al., 2003; Ghizzoni et al.,
2010; Huang et al., 2014; Wu et al., 2011). En nuestro estudio, la monoterapia con

6SA mostré una alta eficiencia antineoplasica que aumenté cuando se utilizé en
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combinacion con el CbPt, causando una reduccion del tumor del 55% més en el
volumen del tumor comparado con la monoterapia de cada compuesto por
separado. Este efecto no lo observamos en el tratamiento combinado con 5-FU.
Existen un amplio nimero de estudios que muestran el potencial de los productos
naturales en el tratamiento contra el cancer, asi como el efecto sinérgico que éstos
pueden tener cuando se utilizan en combinacién con agentes antineoplasicos
comunes (Hemalswarya y Doble, 2006). Por ejemplo, la carcuma, un inhibidor de
histonas acetil tranferasas, similar al 6SA, que se ha evaluado en combinacion con
5-FU y CbPt en lineas celulares y en modelos de cancer in vivo; el resveratrol, un
inhibidor de histonas desacetilasas con efectos satisfactorios en combinaciéon con
5-FU y doxorrubicina (Lewandowska et al., 2014). Der acuerdo con los datos de
nuestro estudio, donde no observamos un incremento de la efectividad de la
combinacion de 6SA con el 5-FU, creemos que el 5-FU puede estar causando
inactivacion o desregulacion de los blancos terapéuticos del 6SA. Los principales
blancos descritos del 6SA son las histonas acetil transferasas como p300, CBP y
PCAF (Balasubramanyam et al., 2003; Ghizzoni et al., 2010), enzimas que que
juegan un papel importante en el desarrollo oncogénico (Demetriadou y Kirmizis,
2017). Algunos estudios con células de cancer de colon muestran que el 5-FU
induce la degradacion de p300/CBP por degradacion lisosomal (Demetriadou y
Kirmizis, 2017), ademas de que disminuye la expresion de PCAF dependiente de la
hipermetilacion de la histona 3 (Liu et al., 2019); estos efectos mejoran la resistencia
al 5-FU y reducen la cantidad de moléculas blanco del 6SA. En otro estudio con
células humanas de cancer urotelial KK47 con “knockdown” de PCAF se observd
una disminucion en el crecimiento celular, en la invasion y la resistencia a cisplatino,
pero no al 5-FU (Shiota et al., 2010). Estos hechos apoyan la hipotesis de que el 5-
FU puede afectar los blancos moleculares del 6SA y por lo tanto reducir su eficiencia
antitumoral.

A pesar de que algunas terapias combinadas con 5-FU no tuvieron una eficiencia
antitumoral mayor, se observé la reduccion de la mielosupresion y la leucopenia del
5-FU cuando se administra también 6SA o AA, por lo que se plantea que los blancos

moleculares que inducen la proteccion de las células inmunes contra la toxicidad
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del 5-FU son diferentes a los que inducen apoptosis en las células tumorales. Esta
idea se apoya en estudios previos que muestran que el 6SA induce una
inmunoestimulacion e inducen una proliferacion celular de algunos grupos de
células inmunes que se relaciona con la induccion de fosforilacion muy temprana en
proteinas como p-38, JNK y ERK en linfocitos, células asesinas naturales y
monocitos, favoreciendo la polarizacion de éstos hacia un fenotipo inflamatorio que
podria eliminar mas eficientemente las células tumorales en el individuo
(Gnanaprakasam et al., 2015; 2019).

La metastasis implica la migracion de las células cancerosas del tumor primario a
tejidos y érganos distantes siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad. Se
estima que la metastasis es la responsable de aproximadamente el 90% de las
muertes por cancer (Shiotaet al.,, 2010). En nuestro modelo experimental
observamos disminucion de la metastasis ocasionada por todos los tratamientos y
un efecto mayor en la poliquimioterapia con CbPt comparada con la de 5-FU. Estos
resultados sugieren que la terapia combinada con 6SA podria reducir la mortalidad
por cancer en los pacientes.

A nivel sistémico observamos el desarrollo de esplenomegalia, esto se ocasiona por
las células 4T1 correspondientes al modelo animal experimental que se utilizé. Se
ha reportado que el crecimiento in vivo de las células 4T1 produce una variedad de
guimiocinas mieloides entre las que se encuentran MCP-1, KC RANTES, MIP-1a y
MIP-1B. Ademas, producen el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF) que funciona como una quimiocina granulocitica. Estas
guimiocionas derivadas del tumor pueden ser las responsables de las infiltraciones
de células mieloides en diversos oOrganos, provocando en este caso la
esplenomegalia, asi como tambien explicaria el incremento de granulocitos que
observamos en sangre periferica (DuPre et al., 2007). De igual manera, el 6SA
podria estar ocasionando un efecto hematopoyético estimulando el recambio de
células sanguineas, hecho que explicaria el porgue en las poliquimioterapias
observamos una recuperacion celular en sangre y médula ésea.

Finalmente, el incremento en la tasa de sobrevivencia que se observo en los

tratamientos con 6SA, AA y las poliquimioterapias refleja evidencia de las
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propiedades antitumoral, anti metastasica e inmunomoduladora de los AA (Figura
16) que coadyuvan a que la vida del individuo con cancer y sujeto a quimioterapia
pueda ser mas extensa y en mejores condiciones de salud al desarrollar menores

efectos secundarios deletéreos.

ij\):\ 6SA 0 AA

N (
P / [ Mielotoxicidad
Q TS Efectos adversos Sobrevida
Ce|U|aS ‘ Mielotoxicidad
ChPt Efectos adversos 1

Volumen de tumor
Peso de tumor
Metastasis

Sobrevida

) =)

Figura 16. Esquema que muestra los efectos de los acidos anacardicos en combinacion
con los quimioterapéuticos de uso clinico. El CbPty el 5-FU administrados en monoterapias
producen efectos adversos graves entre los cuales destaca la mietotoxicidad, efecto
reflejado en la apoptosis en sangre y médula dsea, asi como también en el conteo total de
células en estos tejidos. Sin embargo, aun con los efectos secundarios ocasionados, el
CbPt y 5-FU causaron un aumento en la sobrevida de los animales en comparacién con el
grupo control. Por otra parte, en las poliquimioterapias de 6SA con CbPt o 5-FU se
disminuyd la mielotoxicidad y se aumento la sobrevida en comparacion con el grupo control.
Especificamente en el tratamiento 6SA/CbPt observamos el efecto mayor en la disminucion
del volumen y peso del tumor, asi como también de la metéstasis, demostrando el objetivo
de la poliquimioterapia.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que los AA, y especificamente el 6SA, tiene el
potencial para utilizarse como agente antineoplasico por si mismo en algunos casos
de cancer de mama triple negativo (aquellos mas dificiles de tratar) y que puede
utilizarse en la clinica como coadyuvante en la quimioterapia con CbPt para
aumentar el efecto antineoplésico.

Por otra parte, la administracion de los AA en conjunto con antineoplasicos como el
5-FU y el CbPt reduce los efectos de toxicidad sistémica, mielosupresion y
leucopenia que éstos producen, por lo que se sugiere que el 6SA puede ser utilizado
como un agente terapéutico en la poliquimioterapia para el tratamiento de cancer
de mama.

Aunqgue los resultados actuales son prometedores, se necesita mas estudios para
proporcionar evidencia de los efectos sinérgicos del 6SA con otros regimenes
quimioterapéuticos y en otros tipos de tumores.
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6. PERSPECTIVAS

Realizar el tratamiento combinado AA/CbPt para evaluar si existe 0 no
sinergia en el efecto antineoplasico en el tratamiento combinado en
comparacion con las monoterapias.

Evaluar el tratamiento combinado de 6SA/CbPt en otros tipos de tumores
para determinar en qué tipos de tumores es mas eficiente el tratamiento.
Realizar estudios sobre la terapia combinada de 6SA con otros agentes
antineoplasicos de primera linea para establecer la posibilidad de aumentar
el efecto antineoplasico del tratamiento y detectar combinaciones no exitosas
del 6SA con otros antineoplasicos de uso comun.

Elucidar el mecanismo de accién del 6SA en la terapia combinada para
esclarecer cuales son los blancos terapéuticos celulares del 6SA y conocer
las vias de sefializacion en las que otros antineoplasicos puedan interferir al
6SA o0 viceversa. Este resultado nos ayudaria a seleccionar futuros
esquemas de poliquimioterapia mas eficientes y que reduzcan los efectos
secundarios en los pacientes.
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