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Resumen 

 

El cáncer es un problema de salud pública de gran importancia, y la búsqueda 

de tratamientos eficaces con menores efectos secundarios es una prioridad 

para las instituciones. La quimioterapia recurre a la inducción de daño al ADN 

para disminuir la proliferación de las células tumorales, afectando tanto a 

células sanas como a células tumorales, y produciendo efectos deletéreos en 

los pacientes. El extracto de Amphipterygium adstringens (cuachalalate) ha 

sido utilizado en la medicina tradicional para tratar varios padecimientos 

gástricos, entre ellos el cáncer de estómago. En esta especie, se ha 

reconocido que, los ácidos anacárdicos 1son metabolitos con actividad 

antitumoral, y dentro de ellos el ácido 6-pentadecil salicílico (6SA) es el más 

abundante Dado que se busca que los nuevos antineoplásicos ofrezcan mayor 

seguridad para los pacientes, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto 

genotóxico del 6SA en células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7) 

y células tumorales de la glándula mamaria de ratón (4T1) para establecer su 

potencial genotóxico.  

 

El 6SA presentó una concentración inhibitoria de la viabilidad al 50% (IC50) de 

33.6 y 59.0 μM en las células MCF-7 y 4T1, respectivamente. Se evaluó el 

daño genético del 6SA mediante el ensayo cometa con reto (H2O2) en ambas 

líneas celulares usando las IC50 correspondientes y se observó un aumento 

significativo en el daño al ADN comparado con las células sin tratamiento. Se 

determinó la frecuencia de micronúcleos que el 6SA produjo en cada línea 

celular. El daño al ADN fue significativamente menor en las células 4T1 en 

comparación con las células MCF-7. Con estos resultados concluimos que las 

células humanas son más sensibles al efecto genotóxico del 6SA que las de 

ratón y que el 6SA tiene un efecto genotóxico moderado.  
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Abstract 

 

Cancer is a public health problem of great importance, and the search for 

effective treatments with fewer side effects is a priority for institutions. 

Chemotherapy uses the induction of DNA damage to reduce the proliferation 

of tumor cells, affecting both healthy cells and tumor cells, and producing 

deleterious effects in patients. Amphipterygium adstringens (cuachalalate) 

extract has been used in traditional medicine to treat various gastric conditions, 

including stomach cancer. In this species, it has been recognized that 

anacardic acids 1 are metabolites with antitumor activity, and within them 6-

pentadecyl salicylic acid (6SA) is the most abundant. Since the new 

antineoplastic drugs are intended to offer greater safety for patients, The 

objective of this study was to evaluate the genotoxic effect of 6SA on human 

mammary adenocarcinoma cells (MCF-7) and mouse mammary gland tumor 

cells (4T1) to establish its genotoxic potential. 

 

6SA presented a 50% viability inhibitory concentration (IC50) of 33.6 and 59.0 

μM in MCF-7 and 4T1 cells, respectively. 6SA genetic damage was assessed 

by the comet challenge (H2O2) assay in both cell lines using the corresponding 

IC50s and a significant increase in DNA damage was observed compared to 

untreated cells. The frequency of micronuclei that 6SA produced in each cell 

line was determined. DNA damage was significantly lower in 4T1 cells 

compared to MCF-7 cells. With these results we conclude that human cells are 

more sensitive to the genotoxic effect of 6SA than mouse cells and that 6SA 

has a moderate genotoxic effect. 
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ABREVIATURAS 

 

3MA  Ácidos triterpenoides, 3α- hidroximasticadienónico 

5-FU  5-fluorouracilo 
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PIIK  Fosfatidilinositol-3 

SFB  Suero fetal bovino 

SMD    Síndrome mielodisplásico 

SSB  Reparación de rompimientos de una hebrea 

 

 



 

 
 

1 Introducción  

1.1 Cáncer 

El término cáncer se refiere a un conjunto de lesiones neoplásicas, es decir, el 

resultado de la proliferación anormal de distintos tipos de tejido celular, que se 

reproducen de una manera un tanto autónoma y donde la expresión génica se 

encuentra alterada, a esto se le conoce como neoplasia y estas pueden ser 

benignas o malignas (Cooper, 2000).  

1.1.1 Características 

Las células cancerosas tienen capacidades diferentes a las células normales 

(Hornberg, 2006). Siendo las características predominantes de las células 

cancerosas: 1) el mantenimiento de la señalización proliferativa, donde se 

esquiva la señalización apoptótica y por lo tanto, hay una resistencia a la 

muerte celular, 2) la inducción de angiogénesis sostenida, 3) evasión de los 

supresores del crecimiento, 4) activación de invasión a tejidos sanos y 

metástasis, 5) reprogramación del metabolismo energético, 6) inflamación, 7) 

evasión de la destrucción por medio del sistema inmune, 8) inestabilidad y 

mutación del genoma, ya que al afectarse genes supresores o de 

mantenimiento del control en el ciclo celular resulta en la  habilitación de la 

inmortalidad replicativa (Hanaha & Weiberg, 2011; Hornberg, 2006).  

1.1.2 Incidencia 

El cáncer se ha convertido en el principal problema de salud pública a nivel 

mundial de acuerdo con los registros de la Sociedad Americana del Cáncer 

que, junto con la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

(IARC), estimaron 19.3 millones de nuevos casos de cáncer y 10 millones de 

muertes por esta enfermedad tan solo en el 2020 y esperan un aumento de 

hasta 30.2 millones de nuevos casos en el 2040 (OMS, 2020; Ma et al., 2021). 

Los cánceres con mayor incidencia son el cáncer de mama (11.7%), el de 

pulmón (11.4%), el colorrectal (10%) y el de próstata (7.3%), según la 

Organización Mundial de la Salud (OMS, 2020), mientras que en 

Latinoamérica y el Caribe, los cánceres más comunes son el de próstata 
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(15%), el de mama (14%), el colorrectal (9%), el de pulmón (7%) y el de 

estómago (5%), previendo un aumento en la incidencia de un 67% en el 2040 

con 2.41 millones de casos nuevos al año (Piñeros et al., 2022; OMS, 2020). 

1.2 Quimioterapia 

En presencia de un daño en el ADN que no puede ser reparado, las células 

activan vías de respuesta para promover la eliminación por muerte 

apoptótica/necrótica o iniciar puntos de control del ciclo celular anulando la 

reparación del ADN. Este proceso de toma de decisiones a nivel molecular es 

la base en el uso de fármacos que actúan directa o indirectamente sobre el 

genoma, potencializando el daño y promoviendo la destrucción de las células 

cancerosas (Bhosle & Hall, 2009; Ren et al., 2017; Roos et al., 2016). Puesto 

que los antineoplásicos tienen como blanco principal el ADN, se clasifican 

dependiendo del tipo de daño que producen.  

1.2.1 Agentes alquilantes 

Los agentes alquilantes son un grupo de compuestos químicos electrófilos que 

transfieren covalentemente grupos alquilo cargados positivamente a los 

átomos de oxígeno, nitrógeno, fosforo (centros nucleofílicos, grupos básicos 

cargados negativamente) presentes en las bases nitrogenadas del ADN, 

principalmente en la posición N7 de la guanina (Sreerama, 2014; Swift & 

Golsteyn, 2014). 

1.2.2 Cisplatino y sus análogos  

El cisplatino y sus análogos (carboplatino y oxaliplatino) son moléculas 

inorgánicas a base de platino que forman aductos en el ADN mediante enlaces 

covalentes entre el platino y el N7 de la adenina/guanina o entrecruzamientos 

intracatenarios entre guaninas adyacentes, impidiendo la replicación y 

transcripción del ADN, conduciendo a la presencia de rupturas de doble 

cadena (DSB, por sus siglas en inglés) (Swift & Golsteyn, 2014). 

1.2.3 Antimetabolitos  

Los antimetabolitos son fármacos que actúan inhibiendo procesos 

biosintéticos esenciales (impiden la replicación del ADN) o incorporándose a 
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macromoléculas, como el ADN y el ARN pues poseen una estructura química 

semejante a los nucleótidos, bloqueando la replicación del ADN al no poder 

ser reconocidos adecuadamente por las polimerasas (Longley et al., 2003; 

Swift & Golsteyn, 2014). 

1.3 Efectos adversos de la quimioterapia 

Si bien el objetivo de los agentes citotóxicos es interferir en la proliferación 

celular causando daño al ADN, la administración sistémica de los 

medicamentos de quimioterapia se asocia con toxicidad, esto debido a que no 

son específicos contra las células cancerosas y pueden afectar a las células 

sanas, es decir, no son selectivos, comprometiendo a aquellos tejidos con una 

alta tasa de replicación y produciendo una amplia gama de reacciones 

adversas graves (Ren et al., 2017; Zitvogel et al., 2008). 

Los efectos deletéreos abarcan una gran cantidad de sistemas, siendo los más 

comunes los presentados en la figura 1 (Bhosle & Hall, 2009; Kiwerska & 

Szyfter, 2019). 

 

 

Figura 1. Efectos deletéreos de la quimioterapia. 
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1.4 Daño genético 

El daño al ADN en las células sanas tiene como consecuencia la alteración de 

funciones replicativas que impactan en las tasas de apoptosis, dando como 

resultado funciones celulares deterioradas, disminución de la cantidad de 

células o la transformación de éstas en neoplasias malignas (Shuga et al., 

2011). La inestabilidad genómica genera alteraciones de tipo estructural en el 

ADN, que van desde la producción de aductos con cualquier componente de 

las bases nitrogenadas, entrecruzamiento entre dos bases opuestas, 

formación de dímeros de pirimidina, inserción de bases incorrectas durante la 

replicación del ADN y la generación de DSB (Maréchal & Zou, 2013; Shuga et 

al., 2011). 

El daño genético puede ocurrir a nivel de un gen (mutación puntual, una 

deleción/inserción) o a nivel del cromosoma (translocaciones, aneuploidías) y 

aunque las células poseen mecanismos de reparación adecuados al tipo de 

daño al ADN, estos no son completamente efectivos y no siempre ocurren 

antes de la replicación celular. Dependiendo de la gravedad del daño, estos 

mecanismos pueden ser ineficientes y conducir finalmente a la transformación 

maligna de células sanas o la destrucción de células cancerosas (Hopkins et 

al., 2022; Shuga et al., 2011). 

1.4.1 Mecanismos de reparación 

La reparación del ADN es un mecanismo crítico para mantener la estabilidad 

genómica y se divide en cinco tipos dependiendo del daño que se detecta, 

generalmente manifestado como un DSB o un bloqueo en la horquilla de 

replicación. Las vías de reparación incluyen: 1) reparación directa; 2) 

reparación por escisión de base; (BER), 3) reparación por escisión de 

nucleótidos (NER); 4) reparación de desajustes y 5) reparación de 

rompimientos de una (SSB) o dos hebras (Choudhuri et al., 2021; Roos et al., 

2016). 

La respuesta al daño al ADN depende de tres sistemas de sensores capaces 

de detectar tempranamente estas alteraciones y se basan en la fosforilación 
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de proteínas por medio de al menos uno de los tres miembros de la familia de 

las cinasas relacionadas con la fosfatidilinositol-3 (PIIK) participando no solo 

en la detección del daño en el ADN sino en el reclutamiento de proteínas de 

reparación del ADN, la activación de vías de señalización del control de la 

supervivencia y prevención de la progresión celular (Roos et al., 2016; Shaik 

et al., 2020). Estos sensores tempranos se conocen como ataxia telangiectasia 

mutada (ATM), ataxia telangiectasia relacionada con Rad3 (ATR) y proteína 

quinasa dependiente de ADN (DNA-PK) (Ross et al., 2016). 

1.4.2 Evidencia de daño en el ADN 

La formación de micronúcleos (MN) está relacionado con la presencia de DSB 

debido a un daño extenso en el ADN o a una reparación ineficiente del mismo 

dando como resultado un reordenamiento e intercambio cromosómicos 

asimétrico. Los micronúcleos (MN) son fragmentos cromosómicos o 

cromosomas enteros que se retrasan en la anafase por defectos en la 

segregación de cromosomas y por lo tanto, no se incluyen en el núcleo 

principal durante la telofase, se caracterizan por estar envueltos por la 

membrana nuclear y se asemejan en apariencia pero no en tamaño al núcleo 

de la célula (Fenech, 2007, Luzhna et al., 2013). 

Diferentes estudios indican que los MN son biomarcadores de daño genético 

y se ha demostrado que el ensayo de MN se puede utilizar como una 

herramienta para predecir el riesgo, detección, diagnóstico e indicador de 

respuesta al tratamiento contra el cáncer, así como en la evaluación de la 

genotoxicidad de diferentes fármacos (Bhatia & Kumar, 2013; Luzhna et al., 

2013). 

1.4.3 Alternativas en el tratamiento contra el cáncer y sus ventajas 

Los compuestos naturales son sustancias biológicamente activas presentes 

en plantas, hongos, bacterias u organismos marinos y se clasifican con 

respecto a su estructura y composición química, entre los más comunes se 

encuentran los terpenos, carotenoides, compuestos fenólicos/ácidos fenólicos, 
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flavonoides, estilbenos, cumarinas, taninos y alcaloides (Majolo et al., 2019; 

Rejhová et al., 2018). 

Un ejemplo de ello, son los compuestos presentes en el cuachalalate 

(Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl,), árbol endémico de 

Centroamérica propio de ambientes caducifolios cercanos a la zona del 

Pacífico, que se utiliza en la medicina tradicional para tratar múltiples 

afecciones (Castillo-Juárez et al., 2007; Guzmán-Pozos et al., 2014).  

1.5 Cuachalalate 

1.5.1 Características y usos 

La corteza del cuachalalate se utiliza para tratar padecimientos como 

colelitiasis, fiebre, hipercolesterolemia, inflamación, úlceras gástricas, 

enfermedades de vías respiratorias y urinarias, como antiséptico, 

antimicrobiano, cicatrizante y contra el cáncer gastrointestinal (Olivera-Ortega 

et al., 1999; Pérez-Contreras et al., 2022). Recientemente, se han comprobado 

científicamente algunas de las propiedades reportadas desde la medicina 

tradicional, como la actividad antiinflamatoria, gastroprotectora, 

antimicrobiana, cicatrizante y antitumoral (Pérez-Contreras et al., 2022). 

1.5.2 Metabolitos principales 

De entre los principales compuestos bioactivos presentes en la corteza del 

cuachalalate podemos encontrar los ácidos triterpenoides, 3α- 

hidroximasticadienónico (3MA) y masticadienónico (MA), compuestos de tipo 

fenólico de cadena larga como los ácidos anacárdicos (AA) y el aldehído 

anacárdico (Castillo-Juárez et al., 2007; Pérez-Contreras et al., 2022; Sotelo-

Barrera et al., 2022). 

La estructura base de los AA es un ácido salicílico sustituido con una cadena 

alquílica saturada o insaturada que tiene de 15 a 17 carbonos, siendo el ácido 

2-hidroxi-6-pentadecil benzonico (C22H36O3), conocido como ácido 6-

pentadecil salicílico (6SA) el más abundante (Hemshekhar et al., 2012; 

Pradhan et al., 2019). 
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1.5.3 Ácido 6-pentadecil salicílico 

El 6SA es un ácido hidroxibenzoico derivado de un ácido salicílico (Figura 2), 

con un peso molecular de 348.5 g/mol, un pKa de 4.8 y punto de ebullición de 

93 °C. por su naturaleza lipídica y su cadena de quince carbonos es 

parcialmente soluble en etanol y dimetil sulfóxido (DMSO) (Pubchem, 2021). 

 

 

Figura 2. Ácido 6-pentadecil salicílico (Tomado de Pubchem). 

 

 

1.5.4 Actividad biológica del 6SA 

Los reportes de actividad biológica del 6SA se remontan a inicios de la década 

de los 90´s, donde el principal efecto estudiado fue su capacidad antifúngica, 

inhibiendo el desarrollo de esporas de Colletotrichum capsici (Prithiviraj et al., 

1997). En 1999, Kubo y colaboradores describieron su actividad 

antimicrobiana contra Helicobacter pylori, posteriormente corroborado por 

Castillo-Juárez y cols. (2007) que identificaron que la mezcla de AA mostró 

una potente actividad anti-H. pylori dependiente de la dosis, así mismo, Rivero-

Cruz y cols., en el 2011, indican un efecto similar sobre Streptococcus mutans 

y Porphyromonas gingivalis. 

 

En estudios in vitro en líneas celulares de cáncer de mama (BT-20) y 

cervicouterino (HeLa) se demostró la citotoxicidad del 6SA (Kubo et al., 1993), 

así como un efecto antiproliferativo en células de cáncer de próstata LNCaP 

(Tan et al., 2012). En el 2015, Alam y cols. (2015), reportaron efectos 

diferenciales en la inducción de apoptosis por el 6SA en células 

mononucleadas de sangre periférica humana (PBMC), eritrocitos 
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policromáticos de médula ósea de ratones BALB/c y líneas celulares humanas 

transformadas de cáncer gástrico (AGS) y leucemia (K562) en 

concentraciones de 30 a 150 µg/mL. La reducción de la viabilidad en las 

células transformadas por el 6SA se indujo por activación de la vía de la 

apoptosis dependiente de caspasas 8, mientras que en las PBMCs no se 

observó citotoxicidad en las mismas condiciones, permitiendo concluir que el 

6SA presenta selectividad sobre las células cancerosas y calcular los valores 

de concentración inhibitoria de la viabilidad al 50% (IC50) en células AGS (41.6 

µM), K562 (25.4 µM) y PBMCs (140 µM), indicando que las células 

transformadas son más sensibles a los efectos citotóxicos del 6SA que las 

células sanas o no transformadas. 

 

Por otro lado, Galot-Linaldi y cols. (2021) y Gnanaprakasam y cols. (2021) 

evaluaron el efecto del tratamiento con 6SA y la poliquimioterapia con otros 

antineoplásicos de uso clásico, como taxol, carboplatino (CbPt) y 5-

fluorouracilo (5-FU), en ratones BALB/c con tumores de mama inducidos con 

células 4T1 y observaron una reducción del tamaño y volumen del tumor 

primario y la metástasis al pulmón con los tres tratamientos, siendo más 

efectivo el tratamiento con la combinación de 6SA y CbPt.  

 

Con lo que respecta a la actividad genotóxica del 6SA, Alam y cols. (2015) 

identificaron que el 6SA produce daño al ADN en las líneas celulares 

transformadas AGS y K562 y en las PBMC de individuos sanos (0.3 a 150 µM). 

Se determinó que el 6SA es un compuesto genotóxico relativamente débil al 

compararse con el taxol y que la genotoxicidad del 6SA era mucho menor en 

células normales en comparación con las células tumorales. A pesar de estos 

estudios, aún se desconoce el mecanismo de acción del 6SA que induce tanto 

muerte celular como daño al ADN en las células. 

El mecanismo de acción de los AA más estudiado es la inhibición de la 

actividad de las enzimas histona acetiltransferasa (HAT) como p300/CBP 

(Figura 3). Estas enzimas catalizan la transferencia covalente del grupo acetilo 
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del acetil Coenzima A a la amina de la cadena lateral de la lisina de las 

histonas, esta modificación influye en la remodelación de la cromatina 

facilitando el acceso al ADN. La enzima p300/CPB está relacionada con la 

transformación maligna pues participa en la activación de vías de señalización 

relacionadas con el crecimiento celular, las vías de regulación por estrógeno y 

en la vía de respuesta al daño del ADN orquestado principalmente por la 

proteína p53 (Shanmugam et al., 2021; Sun et al., 2010). 

 

Figura 3. Mecanismo de acción propuesto de los AA 

 

 

El 6SA es un inhibidor de la HAT Tip60, proteína reguladora de la respuesta 

apoptótica y esencial en la reparación de DSB. Tip60 se requiere para activar 

a ATM, que fosforila proteínas de respuesta al daño como p53 (Shanmugam 

et al., 2021, Sun et al., 2005; Sun et al., 2010). Cuando se pierde la función de 
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Tip60, no se concluye la reparación efectiva del daño al ADN y se inicia la 

apoptosis (Figura 4) (Pradhan et al., 2019; Sun et al., 2010).  

 

 

Figura 4. Mecanismo de acción de Tip60 y efecto propuesto del 6SA 

 

 

A pesar de que se conoce el potencial farmacológico del 6SA y su mecanismo 

de acción molecular sobre la histona acetiltransferasa, no existen reportes 

suficientes sobre el efecto genotóxico que este compuesto puede ejercer de 

manera directa sobre el ADN o de manera indirecta al modificar los 

mecanismos de reparación del ADN entre células cancerígenas/transformadas 

y no transformadas/sanas. Es importante estudiar estos efectos si se pretende 

un uso farmacológico del compuesto para poder contribuir con información 

sobre el riesgo asociado al uso de este tipo de moléculas y sus ventajas y 

desventajas como fármaco antineoplásico. 
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1.6 Justificación 

El cáncer se ha convertido en el principal problema de salud pública a nivel 

mundial y los fármacos disponibles no son selectivos y producen múltiples 

efectos deletéreos, tales como la inmunosupresión y la mielotoxicidad, lo que 

ha incentivado la búsqueda de tratamientos más específicos contra células 

tumorales. Recientemente, el 6SA ha sido evaluado como un agente 

antineoplásico pues presenta efectos antiproliferativos y citotóxicos en células 

transformadas a concentraciones que no afectan a las células normales, 

también por su participación en la regulación de la respuesta de células del 

sistema inmune, por su capacidad coadyuvante en el tratamiento de 

poliquimioterapia contra el cáncer de mama y por presentar selectividad entre 

células transformadas y sanas.  

 

Debido a que el posible mecanismo de acción del 6SA estaría basado en la 

modificación de patrones de acetilación relacionados con el reconocimiento y 

reparación de daño en el ADN, es muy relevante establecer la capacidad 

genotóxica del compuesto en diferentes tipos celulares para generar 

información que pueda utilizarse para evaluar el riesgo/beneficio de utilizar al 

6SA como fármaco antineoplásico en pacientes de cáncer de mama.  
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1.7 Hipótesis  

La exposición a 6SA provocará daño genético en células transformadas 

asociado con la reducción de la viabilidad, siendo más sensibles las células 

humanas que las de murino. 

 

1.8 Objetivos 

1.8.1 Objetivo general 

Determinar la sensibilidad al daño genético en diferentes tipos celulares 

transformados por exposición a 6SA. 

 

1.8.2 Objetivo particular 

Evaluar la citotoxicidad del 6SA en células humanas de 

adenocarcinoma mamario (MCF-7) y en células tumorales de la 

glándula mamaria de ratón (4T1) mediante ensayos de metabolismo del 

MTT e incorporación de rojo neutro. 

Determinar el daño genético del 6SA en células MCF-7 y 4T1 

mediante el uso del ensayo cometa.  

Evaluar la tasa de reparación por exposición al 6SA en células 

transformadas.  

Determinar el daño citogenético del 6SA en células 

transformadas mediante el ensayo de micronúcleos por bloqueo de 

citocinesis. 
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2. Métodos 

2.1 Estrategia experimental 

 

Figura 5. Estrategia experimental 

 

2.2 Materiales y reactivos 

El 6SA (C15:0, peso molecular: 348.5 g/mol y una pureza de 98%) se adquirió 

de Calbiochem (San Diego, CA, USA), el DMSO, el ácido acético, el etanol y 

el metanol provienen de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) y el arsenito de 

sodio (NaAsO2) de InvitrogenLife Technologies (Carlsbad, CA, USA). El 

bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, CAS: 298-93-1), 

el rojo neutro (CAS: 553-24-2) y la solución amortiguadora de HEPES se 

adquirieron de Sigma-Aldrich. La citocalasina B (CytB, CAS: 14930-96-2), la 

solución de Giemsa (CAS: 51811-82-6), la solución de cloruro de potasio 0.075 

M, (CAS: 7447-40-7), el medio de montaje Entellan (D107961) y el taxol fueron 

adquiridos de Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA).  
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Los medios de cultivo modificado de Dulbecco (DMEM) y RPMI-1640, el suero 

bovino fetal (SFB), la L-glutamina, los aminoácidos no esenciales, la 

estreptomicina y la penicilina se adquirieron de Invitrogen Life Technologies 

(Carlsbad, CA, USA). La solución de azul tripano (CAS: 72-57-1) y la solución 

de tripsina-EDTA (MFCD00130286) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. 

 

2.3 Cultivo de células 4T1  

Las células tumorales 4T1 provienen de una neoplasia maligna de la glándula 

mamaria de ratón BALB/c con alta capacidad invasiva y con desarrollo de 

metástasis espontánea. Es un modelo para estudiar cáncer de mama en etapa 

cuatro por su diseminación progresiva a otros órganos, así mismo, presentan 

una morfología epitelial, un crecimiento tipo adherente y un tiempo de 

duplicación de 12.6 h (Pulaski & Ostrand-Rosenberg, 2001). Estas células se 

les considera un subtipo basal, es decir, triple negativo, ya que no responden 

a una terapia hormonal por deficiencia en la expresión de los receptores a 

estrógeno, receptores a progesterona y del receptor 2 del factor de crecimiento 

epidérmico humano (Takiguchi et al., 2021). 

 

2.3.1 Procedimiento 

Las células 4T1 se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 

10% y 1% de antibiótico/antimicótico (100x) a 37 °C y 5% de CO2. Al alcanzar 

la confluencia del 80% se procedió a subcultivarlas en una proporción de 1:6 

a 1:8. Se removió el medio y se realizó un lavado con PBS, posteriormente se 

agregaron 300 µl de una solución de tripsina (0.5% v/v) y 400 µl de PBS y se 

incubaron por 1 min a 37 °C/5% CO2 para desprender las células de la placa 

de cultivo, esto se corroboró usando un microscopio invertido de contraste de 

fases. Terminado este tiempo, se agregaron 3 mL de medio de cultivo para 

formar una suspensión celular, misma que se recuperó en un tubo y se 

centrifugó a 1500 rpm por 5 min, se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

en 5 mL de medio de cultivo. Se realizaron los cálculos correspondientes para 

establecer la densidad celular y la viabilidad, usando una cámara de neubauer 
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y solución de azul de tripano (1:1). La renovación del medio se basó en la 

densidad celular, siendo cada dos a tres días por semana (ECACC). 

2.4. Cultivo de células MCF-7 

Las células MCF-7 se derivan de un adenocarcinoma mamario proveniente de 

una mujer caucásica de 69 años. Las células presentan una morfología y 

características de un epitelio diferenciado, con síntesis de estradiol, con un 

crecimiento tipo adherente y un tiempo de duplicación de entre 30 a 48 h 

(ECACC). Estas células pertenecen al subtipo luminal A, se caracterizan por 

presentar receptores a estrógeno y progesterona, respondiendo 

adecuadamente a terapias hormonales (Comsa et al., 2015).  

 

2.4.1 Procedimiento  

El medio de cultivo que se utilizó para incubar esta línea celular fue DMEM 

modificado, suplementado con L-glutamina 2 mM, 1% de aminoácidos no 

esenciales, SFB al 10% y 1% de antibiótico/antimicótico (100x); una vez 

alcanzada una confluencia de entre 70 a 80% se procedió a subcultivar en una 

proporción de 1:3 a 1:6, descartando el medio y realizando varios lavados con 

PBS, para después adicionarle 350 µl de solución de tripsina (0.5% v/v) y 400 

µl de PBS a 37 °C por 1 min a 37 °C/5% CO2. El desprendimiento de las células 

se monitoreó con un microscopio invertido de contraste de fases. Finalmente, 

se adicionaron 3 mL de medio de cultivo. Se transfirió la solución celular a un 

tubo y se centrifugó a 1500 rpm por 5 min, se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió en 5 mL de medio de cultivo.  

Se realizaron los cálculos correspondientes para establecer la densidad celular 

y la viabilidad, usando una cámara de Neubauer y solución de azul de tripano 

(1:1). La renovación del medio se basó en la densidad celular, siendo una o 

dos veces por semana (ECACC). 
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2.5 Tratamientos 

Se realizaron soluciones de trabajo de 6SA disuelto en DMSO, se utilizó el 

arsenito de sodio como control positivo de citotoxicidad y genotoxicidad y 

DMSO como control negativo. Se utilizaron concentraciones finales de 25, 50, 

65, 75 y 85 µM de 6SA en los ensayos de viabilidad celular y 30 y 50 µM en 

los ensayos cometa y el ensayo de formación de MN por bloqueo de 

citocinesis, agregándose en 50 µl por pozo en placas de cultivo previamente 

sembradas con el número de células/pozo de cada tipo celular y tipo de 

ensayo. 

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y en tres ocasiones 

diferentes. 

 

2.6 Ensayos de viabilidad celular 

2.6.1 Viabilidad celular por metabolismo del MTT 

2.6.1.1 Principio 

Este ensayo se fundamenta en la reducción enzimática del MTT a formazán 

por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial principalmente. La 

capacidad respiratoria de las células se considera una medida indirecta de 

viabilidad celular (Mosmann, 1983). 

2.6.1.2 Procedimiento  

Se sembraron 5000 células por pozo en una placa de fondo plano de 96 pozos 

en 200 l de medio completo y se incubaron por 24 h a 37 °C y 5% de CO2 en 

cámara húmeda. Posteriormente se agregaron los tratamientos en 50 l (6SA, 

vehículo y control negativo) y se incubaron las células por 48 h más. Terminado 

el tiempo de exposición se retiró el sobrenadante de los pozos y se agregaron 

20 µl de una solución de MTT (5 mg/ml en PBS estéril) y se incubaron por 3 h 

más en las mismas condiciones. A continuación, se retiró la solución y se 

adicionaron 100 µl de DMSO, se agitó para disolver los cristales de formazán 

y se determinó la absorbancia de los pozos a una longitud de onda de 492 nm 

y 620 nm usando un espectrofotómetro de microplacas. Se substrajo el valor 
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de la absorbancia basal del medio y la placa a los valores experimentales y se 

consideró el valor de absorbancia del control de vehículo (DMSO 0.34%) como 

el 100% de viabilidad. 

 

2.6.2 Viabilidad celular por incorporación de rojo neutro 

La técnica de incorporación de rojo neutro para determinar viabilidad se basa 

en que los lisosomas en las células viables pueden incorporar el colorante 

dependiendo de su pH. Los lisosomas íntegros mantienen las características 

fisicoquímicas adecuadas para incorporar y retener el colorante, mientras que 

las membranas dañadas de los lisosomas no podrán retener el colorante 

(Zuang, 2001; Repetto et al., 2008). 

 

2.6.2.1 Procedimiento 

Se sembraron 5000 células por pozo en una placa de fondo plano de 96 pozos 

en 200 l de medio completo y se incubaron por 24 h a 37 °C y 5% de CO2 en 

cámara húmeda. Posteriormente, se agregaron los tratamientos en 50 l (6SA, 

vehículo y control negativo) y se incubaron las células por 48 h más. Terminado 

el tiempo de exposición se retiró el sobrenadante de los pozos y se agregaron 

25 µl de una solución de rojo neutro (25 g/mL en PBS estéril) y se incubaron 

por 4 h más en las mismas condiciones. A continuación, se retiró la solución y 

se procedió a lavar la placa por triplicado adicionando 100 µl de PBS estéril a 

pH 7. Subsecuentemente se agregaron 100 µl de una solución de 

agua/etanol/ácido acético recién preparada (49:50:1 a 4 °C) y se agitó por 10 

min para disolver los cristales de rojo neutro.  Se determinó la absorbancia de 

los pozos a una longitud de onda de 540 nm usando un espectrofotómetro de 

microplacas. Se substrajo el valor de la absorbancia basal del medio y la placa 

a los valores experimentales y se consideró el valor de absorbancia del control 

de vehículo (DMSO 0.34%) como el 100% de viabilidad. 
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2.7 Ensayo de formación de micronúcleos por bloqueo de 

citocinesis 

 

El ensayo de micronúcleos por bloqueo de citocinesis (CBMN) es una prueba 

estándar en toxicología genética, permite evaluar diversas formas de daño 

genético, principalmente la micronucleación. Las roturas de ADN no reparadas 

o mal reparadas, los defectos del cinetocoro y la hipometilación de las 

secuencias centroméricas/pericentroméricas son conocidos como 

mecanismos moleculares de formación de micronúcleos (MN). El principio del 

ensayo es generar la inhibición de la citocinesis mediante la adición de 

citocalasina B en las células que se están replicando, de esta manera, el 

material genético que se rodea de membrana nuclear después de la mitosis 

se mantiene junto y se pueden identificar los cuerpos de material genético que 

se separaron de los dos núcleos principales por no poder ser retraidos por el 

huso mitótico, ya sea porque carecen de cinetocoro o por que se rezagan 

durante la mitosis por tener alguna modificación en su estructura. La 

frecuencia de MN se cuantifica sólo en las células binucleadas (Fenech, 2007) 

y son un indicador de daño genético con relevancia biológica al asociase con 

el incremento de riesgo de inducir cáncer en poblaciones humanas (Bhatia et 

al., 2013). 

2.7.1 Procedimiento 

La técnica se realizó como fue descrito por Fenech en 2007; las células se 

sembraron sobre cubreobjetos redondos en cajas de cultivo de 12 pozos a una 

densidad de 5000 células/pozo y se incubaron a 37 °C y 5% de CO2 en cámara 

húmeda por 24 h y se trataron con 6SA, arsenito de sodio como control positivo 

(2.5 µM en agua destilada) y DMSO como control negativo (0.034%) por 24 h. 

A las 44 h de cultivo se agregó Cyt-B (6 µg/mL) y se incubó por 28 h más. 

Finalizado el tiempo de los tratamientos, se retiró el medio de cultivo y se 

agregaron 500 µl de KCl 0.075 M a temperatura ambiente y se mantuvo por 

10 min. Posteriormente, se retiró la solución centrifugando por 5 min a 1500 

rpm y se adicionaron 500 µl de solución de Carnoy (metanol/ácido acético 3:1 
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v/v) a 4 °C por 10 min. Los cubreobjetos se retiraron de los pozos y se 

colocaron en otra caja completamente seca y limpia. Los cubreobjetos se 

tiñeron con una solución de acuosa del colorante Giemsa con modificación de 

Wolbach al 10% por 15 min y se adicionó 1 mL de PBS, pH 7.2 por 5 min. 

Transcurrido este tiempo, se retiró el colorante/PBS y se enjuagaron los 

cubreobjetos con PBS (6.8 pH) por 1 min y se finalizó con un enjuague con 

agua corriente para dejar secar y fijar los cubreobjetos en un portaobjetos con 

medio de montaje Entellan.  

Se registró la proporción de MN por cada 2000 células binucleadas con un 

microscopio de campo claro, usando los criterios establecidos por Thomas y 

Fenech (2011) para clasificar los MN y los distintos tipos de alteraciones 

genéticas que se observaron.  

 

2.8 Ensayo cometa o electroforesis alcalina de células individuales 

con desafío 

El ensayo cometa es un método sensible y rápido para detectar rompimientos 

de cadenas de ADN en células individuales. Este ensayo se basa en la 

capacidad de los bucles/fragmentos de ADN cargados negativamente de ser 

arrastrados a través de un gel de agarosa en respuesta a un campo eléctrico, 

donde el ADN dañado migrará lejos del cuerpo nucleoide que contiene el ADN 

no dañado debido a la diferencia de tamaño de las biomoléculas, 

asemejándose a la estructura de un cometa, donde la denominada “cola” es 

directamente proporcional al porcentaje de ADN que se ha fragmentado en 

una célula en particular (Olive & Banáth, 2006).  

Una modificación al ensayo original permite determinar cuantitativamente la 

capacidad funcional de la respuesta de reparación al daño del ADN, 

detectando la cinética de los procesos de reparación en las células a diferentes 

momentos después del tratamiento con un agente conocido que daña el ADN, 

a esto se le conoce como ensayo cometa con desafío (Glei & Schlörmann, 

2016). 
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2.8.1 Procedimiento 

Para el ensayo cometa, la preparación de los portaobjetos es importante, por 

lo que se debe de realizar un lavado previo con jabón neutro para después ser 

enjuagados con etanol, esto con el objetivo de remover cualquier presencia de 

grasa en su superficie. Una vez evaporado el etanol, se procedió a cubrir el 

portaobjetos agregando 150 µl de agarosa regular (0.5%) para su posterior 

deshidratación en una estufa a 50 °C por 30 min.  

Posteriormente, se embebieron 20 000 células en 75 µl de agarosa de bajo 

peso molecular (0.5%) y se adicionó la totalidad de la solución en el centro de 

la laminilla y se cubrieron con un cubreobjetos estándar. Las laminillas fueron 

refrigeradas a 4 °C por 5 min, finalizado el tiempo, se retira el cubreobjetos y 

se les añade una capa más de 75 µl de agarosa de bajo peso molecular (0.5%), 

cubriéndolas y colocadas a 4 °C por 5 min. Una vez solidificadas, se retiró el 

cubreobjetos y se introdujeron en Kôplins con una solución de lisis (30 ml NaCl 

2.5 M, 5 ml EDTA 100 mM, tris 10 mM-pH 10, aforada con agua destilada) más 

10% DMSO y 1% de tritón X-100 enfriada a 4 °C, por 1 hora a 4 °C. 

Terminado el tiempo de lisis, las laminillas fueron referidas a una cámara de 

electroforesis con buffer de corrida (NaOH 10M, EDTA 200 mM, pH 10 aforado 

con agua destilada) por 20 min.  La electroforesis fue llevada a cabo bajo las 

siguientes condiciones: 300 mA constantes (0.8 v/cm) y 25 V durante 20 min. 

Se procedió a neutralizar con una solución de Tris pH 7.4 por 10 min y las 

laminillas fueron fijadas con etanol absoluto por 1 min y después se dejaron 

secar al aire y se almacenaron. 

Para la lectura de las laminillas, se les agregó 20 µl de bromuro de etidio (0.4 

µg/ml) y se cubrieron con cubreobjetos de 24 x 60 mm. Para el análisis se 

utilizó un microscopio de fluorescencia, registrando el momento de la cola 

(producto del porciento del ADN en el cometa (intensidad) y la media de la 

longitud de la cola) en 25 núcleos por laminilla, usando el software Comet 

Assay IV®. 
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Para la evaluación de la cinética de reparación, se prepararon dos laminillas 

para el ensayo cometa, correspondiendo a las muestras de células sin 

exposición a 6SA y células con un pretratamiento de 6SA. Posteriormente, se 

provocó un daño en las células mediante un tratamiento de 10 µl de H2O2 (100 

mM) por 10 min, realizándose una laminilla para el análisis inmediato del 

deterioro celular (T0). Para la preparación de las dos laminillas restantes, ya 

finalizados los 10 min se procedió a centrifugar por 1 min a 5000 rpm, 

descartando el sobrenadante y adicionando 1 ml de medio de cultivo, los tubos 

fueron incubados a 37 °C y 5% de CO2 por 30 (T30) y 60 min (T60), 

respectivamente. Como control positivo se prepararon laminillas adicionadas 

con 10 µl de N-hidroxiurea (NHU) (1 µM), ya que es un inhibidor de la 

ribonucleótido reductasa, y por lo tanto, inhibe la síntesis de ADN. 

Debido a que se tomó como base el ensayo cometa, las condiciones y 

soluciones utilizadas en la lisis celular, la electroforesis, lectura y posterior 

análisis de las laminillas ya se han descrito.  

 

2.9 Análisis de resultados 

Se realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para identificar el 

comportamiento normal de los datos, seguido de un análisis de varianza por 

ANOVA de una vía con prueba post-hoc de Bonferroni o prueba t de Student. 

Los resultados se presentaron como la media ± la desviación estándar (DE) 

de tres experimentos independientes por triplicado. Se utilizó el programa 

Graph PAD 8® para realizar las gráficas y el análisis estadístico considerando 

un valor de p<0.05 como estadísticamente significativo. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Citotoxicidad del 6SA en células de cáncer de mama 

humanas y de ratón 

 

Para poder establecer una relación entre el efecto citotóxico y genotóxico del 

6SA en las diferentes líneas celulares, se evaluó la viabilidad por metabolismo 

mitocondrial de MTT y por incorporación lisosomal de rojo neutro.  

En las células MCF-7 se observó un aumento significativo (p<0.05) de la 

actividad mitocondrial (Figura 6A) con la concentración de 25 µM de 6SA 

después de 48 h de exposición en comparación con el control negativo, y una 

disminución significativa a partir de la concentración de 65 µM (Figura 6A). En 

las células 4T1 se presentó un aumento significativo en la actividad 

mitocondrial con las concentraciones más baja de 6SA, disminuyendo 

posteriormente a niveles inferiores al del control negativo con las 

concentraciones de 75 y 85 µM (Figura 6B). Comparando los valores obtenidos 

en ambas líneas celulares transformadas, se observó que las células MCF-7 

son más sensibles al efecto del 6SA que las células de ratón (Figura 6C).  
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Figura 6. Efecto del 6SA en la actividad mitocondrial por biotransformación de 

MTT. Cinco mil células MCF-7 (A) y 4T1 (B) se sembraron en placas de 96 pozos, 

se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 en cámara húmeda por 4 h y se trataron con 

6SA o DMSO (control negativo) por 48 h. Comparación de la actividad mitocondrial 

en ambas líneas celulares (C). Media ± DE (n = 3). *p<0.05, ANOVA de una vía y post 

hoc Bonferroni vs. Control y MCF-7 vs. 4T1. 
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Debido a que la evaluación de la tasa respiratoria mitocondrial por 

metabolismo de MTT es una medida indirecta de la viabilidad, se decidió 

analizar la citotoxicidad el 6SA utilizando el ensayo de incorporación de rojo 

neutro bajo las mismas condiciones de concentración y tiempo de exposición 

al 6SA (Figura 7). Se observó que la viabilidad celular se redujo 

significativamente en las células MCF-7 desde la concentración más baja y no 

se recuperaron células vivas desde la concentración de 75 M (Figura 7A). 

Mientras que en las células 4T1 se observó esta disminución significativa en 

la viabilidad desde la concentración de 50 µM (Figura 7B). Al comparar el 

efecto citotóxico del 6SA entre las dos líneas celulares, se observó que las 

células MCF-7 son más sensibles que las células 4T1 (Figura 7C). 
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Figura 7. Efecto del 6SA en la viabilidad celular por incorporación de rojo 

neutro. Cinco mil células MCF-7 (A) y 4T1 (B) se sembraron en placas de 96 pozos, 

se incubaron a 37° C con 5% de CO2 en cámara húmeda por 4 h y se trataron con 

6SA o DMSO (control negativo) por 48 h. Comparación del efecto del 6SA sobre la 

viabilidad celular por incorporación de rojo neutro (C). Media ± DE (n = 3). *p<0.05, 

ANOVA de una vía, post hoc Bonferroni vs. control y MCF-7 vs. 4T1. 

 

0 20 40 60 80 100

0

50

100

150

Captura de rojo neutro

6SA (M)

V
ia

b
il
id

a
d

 c
e
lu

la
r 

(%
) MCF-7

4T1

C

*

*

*

*
*



40 
 

Con los datos anteriores se calculó el valor de las concentraciones inhibitorias 

de la viabilidad al 50% (IC50) mediante la regresión logística de cuatro 

parámetros (Tabla 1), con el que se observa que las células MCF-7 fueron las 

más sensibles al daño citotóxico por exposición al 6SA que las 4T1, pues 

requieren menor concentración de 6SA para alcanzar la IC50. 

Como se puede observar, la técnica de incorporación de rojo neutro (integridad 

de membranas lisosomales) fue más sensible para detectar citotoxicidad del 

6SA que la técnica de metabolismo de MTT (actividad respiratoria 

mitocondrial), lo que puede sugerir que el efecto del 6SA sobre la tasa de 

respiración celular es menor que el efecto que produce sobre la integridad de 

la membrana de los lisosomas.  

 

Tabla 1. Valores de IC50 obtenidos por diferentes ensayos con 6SA en 

diferentes líneas celulares.  

 IC50 (µM) 

Línea celular Incorporación rojo 

neutro 

Metabolismo MTT 

MCF-7 33.6 ± 4.45 72.46 ± 7.64 

4T1 58.97 ± 8.32 99.45 ± 11.09 

Datos reportados como la media ± DE (n=3). Todos los valores de IC50, independientemente 

del ensayo, fueron significativamente diferentes (p<0.05). 
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3.2 Genotoxicidad del 6SA en diferentes líneas celulares  

Una vez que se estableció la sensibilidad de las líneas celulares a la 

citotoxicidad del 6SA se utilizó una concentración cercana a la IC50 en ambas 

líneas celulares para establecer las diferencias en la sensibilidad de las líneas 

celulares hacia los efectos genotóxicos del 6SA. Se decidió utilizar las 

concentraciones de 30 y 50 µM de 6SA en las células MCF-7 y 4T1, 

respectivamente, y evaluar la capacidad genotóxica del 6SA cuantificando la 

generación de rompimiento en el ADN mediante el ensayo cometa.  

Se observó un daño basal al ADN en ambas líneas celulares, el cual aumentó 

de manera estadísticamente significativa, pues el incremento fue de un 

151.55% en las células MCF-7 (Figura 8A) y de 45.85% en las células 4T1 

(Figura 8B). Estos datos nos indican que el 6SA tuvo un efecto genotóxico 

sobre las diferentes células transformadas y que las de cáncer mamario 

humano fueron las más afectadas (Figura 8C).  

Por otro lado, aunque se observa que el daño basal presente en las dos líneas 

celulares es mayor en las células MCF-7 que, en las 4T1, el efecto de la NHU 

es igual en ambos tipos celulares, lo que nos indica que ambas células 

presentan una estabilidad genómica semejante. 
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Figura 8. Efecto genotóxico del 6SA por el ensayo cometa. Se trataron 20,000 

células MCF-7 (A) y 4T1 (B) con 30 y 50 µM de 6SA, respectivamente, por 30 min. C) 

Comparación de la sensibilidad entre las líneas celulares. Momento de cola: % de 

ADN en la cola x longitud de la cola, NHU (1 M); control de rompimientos totales. A 

y B: Mediana ± Rango. *p<0.05, prueba t de Student, vs. control. C: Media ± DE (n=3). 

*p<0.05, ANOVA de una vía, post hoc Bonferroni vs. tratamiento. 
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Debido a que el 6SA mostró tener actividad genotóxica se decidió analizar si 

esta genotoxicidad tenía consecuencias biológicas relevantes en las células 

evaluando la capacidad de inducción de MN, ya que se ha reportado en la 

literatura que la frecuencia de MN se asocia de manera directa con el riesgo 

de desarrollar cáncer en los individuos (Bonassi et al., 2007).   

Se determinó la frecuencia de MN en células binucleadas tratadas con 

concentraciones cercanas a la IC50 para 6SA tanto en células MCF-7 como 

4T1 y se utilizó el arsenito de sodio como control positivo. Se observó que el 

6SA incrementó significativamente, la frecuencia de MN en las células 

humanas MCF-7 (Figura 9A), mientras que el incremento en la frecuencia de 

MN en las células de ratón 4T1 no fue significativo (Figura 9B).  

También en este parámetro se pudo observar que las células MCF-7 fueron 

más sensibles que las células 4T1 (Figura 9C). Esta diferencia se observó 

desde la frecuencia basal de MN pues las células 4T1 tuvieron 51.54% menos 

de daño basal que las células MCF-7, y en la frecuencia de MN producidos por 

el arsenito de sodio, pues las células MCF-7 tuvieron 25.30 % más de MN que 

las células 4T1. 

El daño que se observó en el ensayo cometa producido por el 6SA no se vio 

reflejado completamente como daño citogenético, pues la frecuencia de MN 

que se observó en ambas líneas celulares fue baja, lo que sugiere que el 

mecanismo de acción antineoplásica del 6SA sobre las células transformadas 

no es por interacción con el ADN, lo que representa una ventaja sobre otros 

compuestos antineoplásicos que generan daño al ADN sin importar si las 

células son sanas o tumorales y no producirían la generación de un nuevo 

tumor por el uso quimioterapéutico del 6SA. 
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Figura 9. Frecuencia de MN inducidos por el tratamiento con 6SA. Se 

sembraron 5000 células por pozo y se incubaron por 24 h a 37 °C con 5% de CO2 en 

cámara húmeda, se trataron por 72 h con 6SA 30 µM en MCF-7 (A) y 50 µM en 4T1 

(B). Frecuencia de MN/1000 células binucleadas. Media ± DE (n = 3). *p<0.05, t de 

Student vs. control. C) Comparación de la sensibilidad entre líneas celulares. *p<0.05, 

ANOVA de una vía, post hoc Bonferroni vs. Tratamiento. 
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3.3 Cinética de reparación del ADN 

Debido a que se ha reportado que las proteínas HAT son un blanco de la 

acción inhibitoria del 6SA y a que observamos un incremento en la cantidad 

de daño basal en el ensayo cometa en ambas líneas celulares expuestas por 

30 min a 6SA, quisimos comprobar si la presencia del 6SA reduce la capacidad 

de reparación del ADN, por lo que realizamos el ensayo cometa en su versión 

de desafío para evaluar la cinética de reparación del ADN.  

Se indujo un daño en el ADN de las células con H2O2, en células sin exposición 

a 6SA o con un pretratamiento de 6SA (correspondiente a la IC50 de cada línea 

celular). 

Se observó que el daño basal se incrementó por el desafío con H2O2, y que se 

reparó conforme transcurrió el tiempo en las células MCF-7 (Figura 10). 

Cuando las células se pretrataron con 6SA (30 M por 30 min) se observó que 

hay un aumento el doble en el momento de la cola, pasando de 1.92 ± 1.19 a 

4.85 ± 1.1) con respecto a las células sin pretratamiento, sin embargo, este 

daño fue reparado llegando a niveles casi basales después de 60 min (5.50 ± 

1.0). Con estos datos se sugiere que el proceso de reparación del ADN no se 

afectó por la presencia del 6SA, lo que indica que no se inhibió el 

reconocimiento del daño al ADN ni la capacidad de síntesis no programada de 

ADN en las células MCF-7. 

Se realizó el mismo experimento en las células 4T1 utilizando 50 M de 6SA 

por 30 min y se observó que el daño inducido por el peróxido de hidrógeno fue 

menor que en las células MCF-7 y que este daño también se reparó de manera 

eficiente después de 60 min (Figura 11). Cuando se pretrataron las células 4T1 

con 6SA se observó que hubo un aumento de más del 60% en el daño en las 

células con respecto a las no tratadas, mismo que es reparado aproximándose 

a los niveles basales, iniciando con 4.14 ± 1.06 y terminado el tiempo de 60 

min con 5 ± 1.07. Con estos datos se sugiere que el proceso de reparación del 

ADN no se afectó por la presencia del 6SA, lo que indica que no se inhibió el 
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reconocimiento del daño al ADN ni la capacidad de síntesis no programada de 

ADN en las células 4T1. 

La comparación de los efectos del 6SA producidos en la cinética de reparación 

del ADN en las dos líneas celulares nos indican que ninguna tiene sensibilidad 

hacia el 6SA, por lo que se puede sugerir que el 6SA no afecta los mecanismos 

de reconocimiento ni reparación del daño al ADN. 

 

Figura 10. Efecto del 6SA sobre la cinética de reparación en el ADN de células 

MCF-7. 20,000 células previamente tratadas con 30 µM de 6SA se expusieron a H2O2 

(100 mM) por 10 min, para después sembrarlas en laminillas con agarosa regular 

complementadas con una mezcla de la muestra y agarosa de bajo peso molecular 

(0.5%). Se incubaron por 0, 30 y 60 min. Condiciones de lisis, solución de 

lisis/DMSO/Tritón X-100. Condiciones de la electroforesis, 300mA constantes, 25 V 

durante 20 min. Lectura mediante microscopía de fluorescencia (BX60 Olympus, 515 

a 560 nm, 20x) y análisis con el software Comet Assay IV® Momento de cola: longitud 

de la cola x % de ADN en la cola. Media ± DE (n = 3). *p<0.05, prueba ANOVA vs. 

Tratamiento.  
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Figura 11. Cinética de reparación de daño inducido por 6SA en el ADN de 

células 4T1. 20,000 células previamente tratadas con 50 µM de 6SA se expusieron 

a H2O2 (100 mM) por 10 min, para después sembrarlas en laminillas con agarosa 

regular complementadas con una mezcla de la muestra y agarosa de bajo peso 

molecular (0.5%). Se incubaron por 0, 30 y 60 min. Condiciones de lisis, solución de 

lisis/DMSO/Tritón X-100. Condiciones de la electroforesis, 300mA constantes, 25 V 

durante 20 min. Lectura mediante microscopía de fluorescencia (BX60 Olympus, 515 

a 560 nm, 20x) y análisis con el software Comet Assay IV® Momento de cola: longitud 

de la cola x % de ADN en la cola. Media ± DE (n = 3). *p<0.05, prueba ANOVA vs. 

Tratamiento.  
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4 DISCUSION 

 

Los AAs han recibido especial atención dentro del estudio de distintas 

enfermedades; el 6SA es un fitoquímico con actividad anticancerígena 

demostrada en modelos celulares con efectos inmunoreguladores y selectivos 

en modelos animales (Alam et al., 2015; Galot-Linaldi et al., 2021; 

Gnanaprakasam et al., 2021). 

En este trabajo determinamos que el 6SA tiene efectos citotóxicos diferentes 

sobre células MCF-7 y 4T1. Se observó que las células MCF-7 fueron más 

sensibles que las células murinas, lo que presenta una ventaja al querer 

extrapolar los efectos antineoplásicos del 6SA de modelos murinos a 

humanos, pues probablemente el efecto antitumoral descrito en modelos 

murinos sea mayor en estudios clínicos. 

 

Los valores de IC50 calculados en las líneas celulares MCF-7 y 4T1 se 

encuentran dentro del rango de valores que se han calculado en otras líneas 

celulares tumorales humanas, lo que indica que el 6SA tiene un mecanismo 

de acción semejante en este tipo de células.  

 

La diferencia en selectividad del 6SA entre las células tumorales y normales 

podría estar relacionada con la cantidad de moléculas blanco presente en las 

células transformadas con respecto a las células normales. Datos previos 

indican que aberraciones en el patrón de acetilación está asociado con la 

aparición de distintos tipos de cáncer, y el aumento o disminución del nivel de 

modificación varía según el tejido comprometido, así mismo, la expresión 

anormal de HATs tiene como consecuencia la reestructuración de la cromatina 

por cambio en la distribución de la acetilación de histonas, afectando la 

expresión de genes relacionados con la tumorigénesis (Sun et al., 2006; Wu 

et al., 2020). Lo anterior podría estar relacionado con el mecanismo de acción 

reportado para los AA, el cual se basa en su capacidad inhibitoria de las 

enzimas HAT (Huang et al., 2019).  



49 
 

 

 

Recientes investigaciones reportan que los niveles de acetilación en la histona 

3, en los residuos H3K4ac y H3K9ac se correlacionan la invasión del tumor en 

cáncer de colon y de ovario, mientras que una regulación negativa en 

H3K18ac, H3K9ac, H3K4ac, H4K16ac se relacionan con el cáncer de mama y 

de ovarios debido a que interactúan con las regiones promotoras de genes 

asociados con la respuesta al estrógeno (Wu et al., 2020). 

 

Los fármacos antineoplásicos, incluidos ciertos agentes quimioterapéuticos, 

tales como los agentes alquilantes y aquellos a base de platino, se han 

relacionado con el desarrollo de cánceres secundarios, en particular el 

síndrome mielodisplásico (SMD) y la leucemia mielógena aguda (LMA), esto 

debido a que el mecanismo de acción es por medio de la inducción de muerte 

celular por daño al ADN, comprometiendo tanto células dañadas como sanas 

(Fung et al., 2019), razón por la cual se estudió la capacidad genotóxica del 

6SA en las dos líneas celulares. 

 

Se observó que el 6SA puede incrementar la cantidad de DSB de manera 

basal en ambas líneas celulares, lo que indicaría un efecto directo sobre el 

ADN o un efecto en la capacidad de reconocimiento de daño o reparación del 

ADN, sin embargo, cuando se evaluó la cinética de reparación de un daño 

inducido por peróxido de hidrógeno se observó que ambas líneas celulares 

tenían la misma capacidad para reparar el daño al ADN pues en ambos casos 

se recobraron niveles de daño semejantes al basal después de una hora de 

reparación. Estos datos nos indicaron que el 6SA no interfiere con los 

mecanismos de identificación de daño y reparación del ADN, lo que confiere 

una ventaja al 6SA sobre otros compuestos antineoplásicos, ya que se sabe 

que los medicamentos de quimioterapia interfieren con la reparación del ADN 

y el reconocimiento de daños, lo que desencadena la respuesta al daño del 

ADN (DDR) en las células cancerosas (Cheng et al., 2022).  
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Esta interferencia con los mecanismos de reparación del ADN contribuye a la 

eficacia de la quimioterapia para matar las células cancerosas, pero estudios 

han demostrado que los tumores pueden ser resistentes a los medicamentos 

basados en la DDR, lo que indica la importancia de apuntar a otras opciones 

que mejoren enormemente el tiempo de supervivencia y los resultados 

terapéuticos de los pacientes con cáncer (van den Boogaard et al., 2022). 

 

Por otro lado, la prueba de genotoxicidad de micronúcleos, que representa un 

daño al ADN con relevancia biológica pues se asocian con incremento de 

desarrollo de cáncer (Bonassi et al., 2007; OECD, 2017) mostró que sólo las 

células humanas MCF-7 tuvieron un incremento leve en la frecuencia de MN, 

lo que podría indicar que el 6SA puede tener como blanco proteínas asociadas 

con el citoesqueleto al inducir aneuploidías.  

 

Recientemente, se ha demostrado que los ácidos anacárdicos inhiben la 

formación de anillos de actina F, esta estructura dinámica compuesta de actina 

filamentosa (actina F) y la proteína motora miosina-2 desempeña un papel 

crucial en la división celular, particularmente durante la citocinesis, ya que el 

ensamblaje, ingreso, desmontaje y constricción del anillo contráctil de actina 

dependen de la polimerización de la actina F, proceso esencial para la 

adecuada separación de las células hijas durante la división celular. Los 

filamentos de actina también contribuyen a la orientación de la red de 

microtúbulos que forma el huso mitótico, que es crucial para el correcto 

ensamblaje y orientación del huso durante la división celular (Gibieza & 

Petrikaite, 2021; Zhao et al., 2021). 
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Tabla 2. IC50 de AAs en diferentes tipos celulares humanos 

Línea celular ÁA  
IC50 

(µM) 
Referencia 

K562 
Leucemia mielógena 

humana Ácido 6-
pentadecil 
salicílico 
(C15:0) 

25.4 

Alam et al., 
2015 

AGS 
Adenocarcinoma 
gástrico humano  

41.6 

PBMC  
Célula mononuclear 
de sangre periférica 

140 

Hep-G2 
Hepatocarcinoma 

humano 

Ácido 
anacárdico 

(C15:1) 

229 ± 2 

Rea et al., 
2003 

MDA-
MB-231 

Cáncer de mama triple 
negativo 

88.6 ± 
2.3 

Hs 578T 
Cáncer de mama triple 

negativo 
89.3 ± 

5.2 

SK-MEL-
28 

Melanoma humano 
164 ± 

11 

5637 
Carcinoma de vejiga 

humano 
90.8 ± 

3.2 

HT-29  
Adenocarcinoma 

colorrectal humano 
Ácido 6-[10(Z)-
heptadecenil]  

100  

Dube et al., 
2021 

PC-3 
Adenocarcinoma de 

próstata humano 

3-[7(Z)-
pentadecenil] 

fenol 

43.2 ± 
6.0 

 

Se ha reportado que el mecanismo de acción del 6SA, puede ser su capacidad 

de inhibir enzimas HAT (Huang et al., 2019), que participan tanto en el 

reconocimiento del daño al ADN como en distintos procesos de reparación, 

arresto celular e inducción de apoptosis (Sun et al., 2010; Wu et al., 2020), sin 

embargo, nuestros datos indican que el reconocimiento y reparación del daño 

al ADN no se modifican por la presencia del 6SA, lo que sugiere que la 

inducción de apoptosis en las líneas celulares tratadas con 6SA no se debe al 

daño al ADN (Sun et al., 2006). 

A pesar de haber encontrado que el 6SA puede generar rompimientos en el 

ADN y micronúcleos, se puede clasificar como un genotóxico débil, pues en 

comparación con el arsenito de sodio, los efectos del 6SA son muy bajos, lo 
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que representaría otra ventaja del 6SA para que se utilice como un 

antineoplásico en humanos.  

 

Por otro lado, nuestros resultados ponen en duda que el blanco principal del 

6SA sean los mecanismos de reparación del ADN, puesto que el daño 

generado inicialmente en las células puede repararse por completo, aunque 

es de relevancia notar que el 6SA puede generar un daño al ADN pues 

incrementó el momento de la cola en las células tratadas solo con 6SA. En la 

literatura se ha reportado que el 6SA puede tener como blanco a proteínas 

como p300, Tip60, p53, BRCA1-BARD1 y KAT2B, todas ellas relacionadas a 

mecanismos de reparación del ADN (Zhao et al., 2017; Park et al., 2018; Bai 

et al., 2023; Witus et al., 2022; Vaddavalli et al., 2022).  

Se requieren más estudios in vivo e in vitro para determinar otros posibles 

blancos de los efectos del 6SA que puedan estar relacionados con la 

generación de rompimientos de ADN y la formación de micronúcleos que no 

dependan directamente del reconocimiento y reparación del daño al ADN. 
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5 CONCLUSIONES 

 

5.1 El 6SA fue más citotóxico en la línea celular humana MCF-7 que en la 

línea celular murina 4T1. 

5.2 La exposición a la IC50 de 6SA indujo MN sólo en las células humanas   

MCF-7 y no en las 4T1. 

5.3 El 6SA no interfiere en las vías de reconocimiento y reparación del 

daño al ADN en células MCF-7 y 4T1.  

5.4 Las células MCF-7 humanas son más sensibles a los efectos del 6SA 

que las células 4T1 murinas. 
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6 PERSPECTIVAS 

 

6.1 Elucidar el mecanismo de acción del 6SA en las distintas vías de 

reparación del ADN, mediante la identificación de blancos moleculares 

cruciales y característicos de cada sistema. 

6.2 Comparar el efecto citotóxico y genotóxico del 6SA entre las células 

transformadas y cultivos primarios mamarios con el objetivo de 

identificar si el comportamiento difiere. 

6.3 Identificar blancos moleculares particulares en las células de cáncer 

de mama luminal A y basal, con el objetivo de comprender la 

sensibilidad de cada tipo celular al 6SA. 
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8 Anexos 

Hoja de seguridad del Arsenito de sodio 
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Hoja de seguridad del peróxido de hidrógeno 
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Hoja de seguridad N-Hidroxiurea 
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Hoja de seguridad ácido 6-pentadecil salicílico 
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