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Resumen

El cancer es un problema de salud publica de gran importancia, y la busqueda
de tratamientos eficaces con menores efectos secundarios es una prioridad
para las instituciones. La quimioterapia recurre a la induccién de dafio al ADN
para disminuir la proliferacion 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
gastricos, entre ellos el cancer de estdmago. En esta especie, se ha
reconocido que, los &acidos anacardicos 1son metabolitos con actividad
antitumoral, y dentro de ellos el &cido 6-pentadecil salicilico (6SA) es el mas
abundante Dado que se busca que los nuevos antineoplasicos ofrezcan mayor
seguridad para los pacientes, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
genotoxico del 6SA en células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7)
y células tumorales de la gldndula mamaria de raton (4T1) para establecer su

potencial genotoxico.

El 6SA present6 una concentracion inhibitoria de la viabilidad al 50% (ICso) de
33.6 y 59.0 uyM en las células MCF-7 y 4T1, respectivamente. Se evalud el
dafio genético del 6SA mediante el ensayo cometa con reto (H202) en ambas
lineas celulares usando las ICso correspondientes y se observé un aumento
significativo en el dafio al ADN comparado con las células sin tratamiento. Se
determiné la frecuencia de microndcleos que el 6SA produjo en cada linea
celular. El dafio al ADN fue significativamente menor en las células 4T1 en
comparacion con las células MCF-7. Con estos resultados concluimos que las
células humanas son mas sensibles al efecto genotdxico del 6SA que las de

raton y que el 6SA tiene un efecto genotoxico moderado.



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 (ICso) of 33.6 and 59.0
MM in MCF-7 and 4T1 cells, respectively. 6SA genetic damage was assessed
by the comet challenge (H20:2) assay in both cell lines using the corresponding
ICsos 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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1 Introduccioén

1.1 Cancer
El término cancer se refiere a un conjunto de lesiones neoplasicas, es decir, el
resultado de la proliferacion anormal de distintos tipos de tejido celular, que se
reproducen de una manera un tanto autbnoma y donde la expresion génica se
encuentra alterada, a esto se le conoce como neoplasia y estas pueden ser

benignas o malignas (Cooper, 2000).

1.1.1 Caracteristicas

Las células cancerosas tienen capacidades diferentes a las células normales
(Hornberg, 2006). Siendo las caracteristicas predominantes de las células
cancerosas: 1) el mantenimiento de la sefalizacion proliferativa, donde se
esquiva la sefializacion apoptética y por lo tanto, hay una resistencia a la
muerte celular, 2) la induccién de angiogénesis sostenida, 3) evasion de los
supresores del crecimiento, 4) activacion de invasion a tejidos sanos y
metastasis, 5) reprogramacion del metabolismo energético, 6) inflamacion, 7)
evasion de la destruccion por medio del sistema inmune, 8) inestabilidad y
mutacion del genoma, ya que al afectarse genes supresores o de
mantenimiento del control en el ciclo celular resulta en la habilitacion de la
inmortalidad replicativa (Hanaha & Weiberg, 2011; Hornberg, 2006).

1.1.2 Incidencia

El cancer se ha convertido en el principal problema de salud publica a nivel
mundial de acuerdo con los registros de la Sociedad Americana del Cancer
que, junto con la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC), estimaron 19.3 millones de nuevos casos de cancer 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 canceres con mayor incidencia son el cancer de mama (11.7%), el de
pulmén (11.4%), el colorrectal (10%) y el de prostata (7.3%), segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020), mientras que en

Latinoamérica y el Caribe, los canceres mas comunes son el de prostata



(15%), el de mama (14%), el colorrectal (9%), el de pulmén (7%) y el de
estdbmago (5%), previendo un aumento en la incidencia de un 67% en el 2040

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

1.2 Quimioterapia

En presencia de un dafio en el ADN que no puede ser reparado, las células
activan vias de respuesta para promover la eliminacion por muerte
apoptatica/necrética o iniciar puntos de control del ciclo celular anulando la
reparacion del ADN. Este proceso de toma de decisiones a nivel molecular es
la base en el uso de farmacos que actuan directa o indirectamente sobre el
genoma, potencializando el dafio y promoviendo la destrucciéon de las células
cancerosas (Bhosle & Hall, 2009; Ren et al., 2017; Roos et al., 2016). Puesto
que los antineoplasicos tienen como blanco principal el ADN, se clasifican
dependiendo del tipo de dafio que producen.

1.2.1 Agentes alquilantes

Los agentes alquilantes son un grupo de compuestos quimicos electrofilos que
transfieren covalentemente grupos alquilo cargados positivamente a los
atomos de oxigeno, nitrégeno, fosforo (centros nucleofilicos, grupos basicos
cargados negativamente) presentes en las bases nitrogenadas del ADN,
principalmente en la posicidon N7 de la guanina (Sreerama, 2014; Swift &
Golsteyn, 2014).

1.2.2 Cisplatino y sus analogos

El cisplatino y sus analogos (carboplatino y oxaliplatino) son moléculas
inorganicas 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 replicacion y
transcripcion 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 farmacos que actidan inhibiendo procesos

biosintéticos esenciales (impiden la replicacion del ADN) o incorporandose a
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macromoléculas, como el ADN y el ARN pues poseen una estructura quimica
semejante a los nucleétidos, blogueando la replicacion 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 citotoxicos es interferir en la proliferacion
celular causando dafio al ADN, la administracion sistémica de los
medicamentos de quimioterapia se asocia con toxicidad, esto debido a que no
son especificos 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 replicacion 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 mas
comunes los presentados en la figura 1 (Bhosle & Hall, 2009; Kiwerska &
Szyfter, 2019).

Pérdida de memoria, funcidn cognitiva

Cataratas, fatiga

Neuropatia periférica

Fibrosis pulmonar, neumonitis intersticial, disnea

Inmunosupresion

Hipertension, problemas en arteria coronaria,
fallo ventricular

Enfermedad renal crénica, cistitis hemorragica

Infertilidad, disminucién calidad espermatica, dafo foliculos

Mielosupresion

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

El dafio al ADN en las células sanas tiene como consecuencia la alteracion de
funciones replicativas que impactan en las tasas de apoptosis, dando como
resultado funciones celulares deterioradas, disminucion de la cantidad de
células o la transformacion de éstas en neoplasias malignas (Shuga et al.,
2011). La inestabilidad gendmica genera alteraciones de tipo estructural en el
ADN, que van desde la produccion de aductos con cualquier componente de
las bases nitrogenadas, entrecruzamiento entre dos bases opuestas,
formacion de dimeros de pirimidina, insercién de bases incorrectas durante la
replicacion del ADN y la generacion de DSB (Maréchal & Zou, 2013; Shuga et
al., 2011).

El dafio genético puede ocurrir a nivel de un gen (mutaciéon puntual, una
delecion/insercién) o a nivel del cromosoma (translocaciones, aneuploidias) y
aunque las células poseen mecanismos de reparacion adecuados al tipo de
dafio al ADN, estos no son completamente efectivos y no siempre ocurren
antes de la replicacion celular. Dependiendo de la gravedad del dafio, estos
mecanismos pueden ser ineficientes y conducir finalmente a la transformacion
maligna de células sanas o la destruccion de células cancerosas (Hopkins et
al., 2022; Shuga et al., 2011).

1.4.1 Mecanismos de reparacion

La reparacion del ADN es un mecanismo critico para mantener la estabilidad
gendmica y se divide en cinco tipos dependiendo del dafio que se detecta,
generalmente manifestado como un DSB o un bloqueo en la horquilla de
replicaciéon. Las vias de reparacion incluyen: 1) reparacion directa; 2)
reparacion por escision de base; (BER), 3) reparaciéon por escision de
nucleétidos (NER); 4) reparacion de desajustes y 5) reparacion de
rompimientos de una (SSB) o dos hebras (Choudhuri et al., 2021; Roos et al.,
2016).

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

de detectar tempranamente estas alteraciones y se basan en la fosforilacion
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de proteinas 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 deteccion del dafio en el ADN sino en el reclutamiento de proteinas de
reparacion del ADN, la activacion de vias de sefializacién del control de la
supervivencia y prevencion de la progresion 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 proteina
quinasa dependiente de ADN (DNA-PK) (Ross et al., 2016).

1.4.2 Evidencia de dafio en el ADN

La formacion de micronucleos (MN) esta relacionado con la presencia de DSB
debido a un dafio extenso en el ADN o a una reparacion ineficiente del mismo
dando como resultado un reordenamiento e intercambio cromosomicos
asimétrico. Los micronucleos (MN) son fragmentos cromosémicos o
cromosomas enteros que se retrasan en la anafase por defectos en la
segregacion de cromosomas y por lo tanto, no se incluyen en el ndcleo
principal durante la telofase, se caracterizan por estar envueltos por la
membrana nuclear y se asemejan en apariencia pero no en tamafio al nicleo
de la célula (Fenech, 2007, Luzhna et al., 2013).

Diferentes estudios indican que los MN son biomarcadores de dafio genético
y se ha demostrado que el ensayo de MN se puede utilizar como una
herramienta para predecir el riesgo, deteccion, diagndstico e indicador de
respuesta al tratamiento contra el cancer, asi como en la evaluacién de la
genotoxicidad de diferentes farmacos (Bhatia & Kumar, 2013; Luzhna et al.,
2013).

1.4.3 Alternativas en el tratamiento contra el cancer y sus ventajas

Los compuestos naturales son sustancias biolégicamente activas presentes
en plantas, hongos, bacterias u organismos marinos y se clasifican con
respecto a su estructura y composicion quimica, entre los mas comunes se

encuentran los terpenos, carotenoides, compuestos fendlicos/acidos fendlicos,
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flavonoides, estilbenos, cumarinas, taninos y alcaloides (Majolo et al., 2019;
Rejhova et al., 2018).

Un ejemplo de ello, son los compuestos presentes en el cuachalalate
(Amphipterygium adstringens (Schitdl.) Standl,), arbol endémico de
Centroamérica propio de ambientes caducifolios cercanos a la zona del
Pacifico, que se utiliza en la medicina tradicional para tratar multiples

afecciones (Castillo-Juéarez et al., 2007; Guzman-Pozos et al., 2014).
1.5 Cuachalalate

1.5.1 Caracteristicas y usos

La corteza del cuachalalate se utiliza para tratar padecimientos como
colelitiasis, fiebre, hipercolesterolemia, inflamacioén, ulceras gastricas,
enfermedades de vias respiratorias y urinarias, como antiséptico,
antimicrobiano, cicatrizante y contra el cancer gastrointestinal (Olivera-Ortega
etal., 1999; Pérez-Contreras et al., 2022). Recientemente, se han comprobado
cientificamente 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 acidos triterpenoides, 3a-
hidroximasticadienonico (3MA) y masticadienonico (MA), compuestos de tipo
fendlico de cadena larga como los &cidos anacardicos (AA) y el aldehido
anacérdico (Castillo-Juarez et al., 2007; Pérez-Contreras et al., 2022; Sotelo-
Barrera et al., 2022).

La estructura base de los AA es un acido salicilico sustituido con una cadena
alquilica saturada o insaturada que tiene de 15 a 17 carbonos, siendo el acido
2-hidroxi-6-pentadecil benzonico (C22H3603), conocido como acido 6-
pentadecil salicilico (6SA) el mas abundante (Hemshekhar et al., 2012;
Pradhan et al., 2019).
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1.5.3 Acido 6-pentadecil salicilico

El 6SA es un acido hidroxibenzoico derivado de un acido salicilico (Figura 2),
con un peso molecular de 348.5 g/mol, un pKa de 4.8 y punto de ebullicion de
93 °C. por su naturaleza lipidica y su cadena de quince carbonos es

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

OH O

OH

Figura 2. Acido 6-pentadecil salicilico (Tomado de Pubchem).

1.5.4 Actividad biologica del 6SA

Los reportes de actividad biologica del 6SA se remontan a inicios de la década
de los 90's, donde el principal efecto estudiado fue su capacidad antifingica,
inhibiendo el desarrollo de esporas de Colletotrichum capsici (Prithiviraj et al.,
1997). En 1999, Kubo vy colaboradores describieron su actividad
antimicrobiana contra Helicobacter pylori, posteriormente corroborado por
Castillo-Juérez y cols. (2007) que identificaron que la mezcla de AA mostro
una potente actividad anti-H. pylori dependiente de la dosis, asi mismo, Rivero-
Cruz y cols., en el 2011, indican un efecto similar sobre Streptococcus mutans

y Porphyromonas gingivalis.

En estudios in vitro en lineas celulares de cancer de mama (BT-20) y
cervicouterino (HelLa) se demostro la citotoxicidad del 6SA (Kubo et al., 1993),
asi como un efecto antiproliferativo en células de cancer de prostata LNCaP
(Tan et al.,, 2012). En el 2015, Alam y cols. (2015), reportaron efectos
diferenciales en la induccion de apoptosis por el 6SA en células

mononucleadas de sangre periférica humana (PBMC), eritrocitos
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policromaticos de médula 6sea de ratones BALB/c y lineas celulares humanas
transformadas de cancer gastrico (AGS) y leucemia (K562) en
concentraciones de 30 a 150 pg/mL. La reduccion de la viabilidad en las
células transformadas por el 6SA se indujo por activacién de la via de la
apoptosis dependiente de caspasas 8, mientras que en las PBMCs no se
observé citotoxicidad en las mismas condiciones, permitiendo concluir que el
6SA presenta selectividad sobre las células cancerosas y calcular los valores
de concentracion inhibitoria de la viabilidad al 50% (ICso) en células AGS (41.6
uM), K562 (25.4 uM) y PBMCs (140 uM), indicando que las células
transformadas son mas sensibles a los efectos citotoxicos 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
antineoplasicos de uso clasico, como taxol, carboplatino (CbPt) y 5-
fluorouracilo (5-FU), en ratones BALB/c con tumores de mama inducidos con
células 4T1 y observaron una reduccion del tamafio y volumen del tumor
primario y la metastasis al pulmén con los tres tratamientos, siendo mas

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

Con lo que respecta a la actividad genotoxica del 6SA, Alam y cols. (2015)
identificaron que el 6SA produce dafio al ADN en las lineas celulares
transformadas AGS y K562 y en las PBMC de individuos sanos (0.3 a 150 uM).
Se determin6 que el 6SA es un compuesto genotédxico relativamente débil al
compararse con el taxol y que la genotoxicidad del 6SA era mucho menor en
células normales en comparacion con las células tumorales. A pesar de estos
estudios, aun se desconoce el mecanismo de accién del 6SA que induce tanto
muerte celular como dafio al ADN en las células.

El mecanismo de accion de los AA mas estudiado es la inhibicion 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 modificacion influye en la remodelacion de la cromatina
facilitando el acceso al ADN. La enzima p300/CPB esta relacionada con la
transformacion maligna pues participa en la activacion de vias de sefializacion
relacionadas con el crecimiento celular, las vias de regulacién por estrégeno y
en la via de respuesta al dafio del ADN orquestado principalmente por la

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

Acetilacion

Acidos HAT
anacardico p300/Cl

Cromatina abierta

Figura 3. Mecanismo de accién propuesto de los AA

El 6SA es un inhibidor de la HAT Tip60, proteina reguladora de la respuesta
apoptotica y esencial en la reparacion de DSB. Tip60 se requiere para activar
a ATM, que fosforila proteinas de respuesta al dafio como p53 (Shanmugam
et al., 2021, Sun et al., 2005; Sun et al., 2010). Cuando se pierde la funcién de
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Tip60, no se concluye la reparacion efectiva del dafio al ADN y se inicia la
apoptosis (Figura 4) (Pradhan et al., 2019; Sun et al., 2010).

Arresto celular

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

A pesar de que se conoce el potencial farmacolégico del 6SA y su mecanismo
de accidon molecular sobre la histona acetiltransferasa, no existen reportes
suficientes sobre el efecto genotdxico que este compuesto puede ejercer de
manera directa sobre el ADN o de manera indirecta al modificar los
mecanismos de reparacion del ADN entre células cancerigenas/transformadas
y no transformadas/sanas. Es importante estudiar estos efectos si se pretende
un uso farmacolégico del compuesto para poder contribuir con informacién
sobre el riesgo asociado al uso de este tipo de moléculas y sus ventajas y

desventajas como farmaco antineoplasico.
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1.6 Justificacion

El cancer se ha convertido en el principal problema de salud publica a nivel
mundial y los farmacos disponibles no son selectivos y producen mdltiples
efectos deletéreos, tales como la inmunosupresion y la mielotoxicidad, lo que
ha incentivado la busqueda de tratamientos mas especificos contra células
tumorales. Recientemente, el 6SA ha sido evaluado como un agente
antineoplasico pues presenta efectos antiproliferativos y citotoxicos en células
transformadas a concentraciones que no afectan a las células normales,
también por su participacién en la regulacién de la respuesta de células del
sistema inmune, por su capacidad coadyuvante en el tratamiento de
poliquimioterapia contra el cancer de mama y por presentar selectividad entre

células transformadas y sanas.

Debido a que el posible mecanismo de accion del 6SA estaria basado en la
modificacion de patrones de acetilacion relacionados con el reconocimiento y
reparacion de dafio en el ADN, es muy relevante establecer la capacidad
genotoxica del compuesto en diferentes tipos celulares para generar
informacion que pueda utilizarse para evaluar el riesgo/beneficio de utilizar al

6SA como farmaco antineoplasico en pacientes de cancer de mama.
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1.7 Hipotesis

La exposicion a 6SA provocara dafio genético en células transformadas
asociado con la reduccién de la viabilidad, siendo mas sensibles las células

humanas que las de murino.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Determinar la sensibilidad al dafio genético en diferentes tipos celulares

transformados por exposicion 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
glandula mamaria de raton (4T1) mediante ensayos de metabolismo del
MTT e incorporacion de rojo neutro.

Determinar el dafio genético del 6SA en células MCF-7 y 4T1
mediante el uso del ensayo cometa.

Evaluar la tasa de reparacion por exposicion al 6SA en células
transformadas.

Determinar el dafo citogenético del 6SA en células
transformadas mediante el ensayo de microndcleos por blogueo de

citocinesis.
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2. Métodos

2.1 Estrategia experimental

Lineas celulares

(MCF-7, 4T1)
Control )y Control Positivo
Negativo V (Arsénico)
(DMSO) V
6SA
(25,50,65,75,85 pM)
[cerotoicd | <J\>
Ensayo de
microntcleos E .
por bloqueo de nsayo cometa - = b 4
citocinesis con desafio Ensayo d.e liberacion de Ensayo del metabolismo de
rojo neutro MTT

Analisis de resultados
(ANOVA post hoc Bonferroni,
t-Student)

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 adquiri
de Calbiochem (San Diego, CA, USA), el DMSO, el acido 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 solucion amortiguadora de HEPES se
adquirieron de Sigma-Aldrich. La citocalasina B (CytB, CAS: 14930-96-2), la
solucién de Giemsa (CAS: 51811-82-6), la solucion 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 aminoacidos no esenciales, la
estreptomicina y la penicilina se adquirieron de Invitrogen Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA). La solucién de azul tripano (CAS: 72-57-1) y la solucion
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 glandula
mamaria de raton BALB/c con alta capacidad invasiva y con desarrollo de
metéstasis espontanea. Es un modelo para estudiar cAncer de mama en etapa
cuatro por su diseminacion progresiva a otros 6rganos, asi mismo, presentan
una morfologia epitelial, un crecimiento tipo adherente y un tiempo de
duplicacion 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 expresion de los receptores a
estrogeno, 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 antibiético/antimicético (100x) a 37 °C y 5% de CO.. Al alcanzar
la confluencia del 80% se procedié a subcultivarlas en una proporcion de 1:6
a 1:8. Se removio el medio y se realiz6é un lavado con PBS, posteriormente se
agregaron 300 pl de una solucién de tripsina (0.5% v/v) y 400 ul de PBS y se
incubaron por 1 min a 37 °C/5% CO: para desprender las células de la placa
de cultivo, esto se corrobordé usando un microscopio invertido de contraste de
fases. Terminado este tiempo, se agregaron 3 mL de medio de cultivo para
formar una suspension celular, misma que se recuperd en un tubo y se
centrifugd a 1500 rpm por 5 min, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio
en 5 mL de medio de cultivo. Se realizaron los célculos correspondientes para

establecer la densidad celular y la viabilidad, usando una camara de neubauer
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y solucion de azul de tripano (1:1). La renovacién del medio se baso en la

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

2.4. Cultivo de células MCF-7
Las células MCF-7 se derivan de un adenocarcinoma mamario proveniente de
una mujer caucéasica de 69 afios. Las células presentan una morfologia y
caracteristicas de un epitelio diferenciado, con sintesis de estradiol, con un
crecimiento tipo adherente y un tiempo de duplicacion de entre 30 a 48 h
(ECACC). Estas células pertenecen al subtipo luminal A, se caracterizan por
presentar receptores a estrogeno y progesterona, respondiendo

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

2.4.1 Procedimiento

El medio de cultivo que se utilizé para incubar esta linea celular fue DMEM
modificado, suplementado con L-glutamina 2 mM, 1% de aminoé&cidos no
esenciales, SFB al 10% y 1% de antibidtico/antimicético (100x); una vez
alcanzada una confluencia de entre 70 a 80% se procedio a subcultivar en una
proporcion de 1:3 a 1:6, descartando el medio y realizando varios lavados con
PBS, para después adicionarle 350 ul de solucion de tripsina (0.5% v/v) y 400
pl de PBS a 37 °C por 1 min a 37 °C/5% COz2. El desprendimiento de las células
se monitore6 con un microscopio invertido de contraste de fases. Finalmente,
se adicionaron 3 mL de medio de cultivo. Se transfirié la solucion celular a un
tubo y se centrifug6 a 1500 rpm por 5 min, se descart6 el sobrenadante y se
resuspendié en 5 mL de medio de cultivo.

Se realizaron los célculos correspondientes para establecer la densidad celular
y la viabilidad, usando una camara de Neubauer y solucién de azul de tripano
(1:1). La renovacion del medio se basoé 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 utilizo el
arsenito de sodio como control positivo de citotoxicidad y genotoxicidad y
DMSO como control negativo. Se utilizaron concentraciones finales de 25, 50,
65, 75y 85 uM de 6SA en los ensayos de viabilidad celular y 30 y 50 uM en
los ensayos cometa y el ensayo de formacion de MN por bloqueo de
citocinesis, agregandose en 50 pl por pozo en placas de cultivo previamente
sembradas con el nimero 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 reduccion enzimatica del MTT a formazan
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 ul de medio completo y se incubaron por 24 h a 37 °Cy 5% de COz en
camara humeda. Posteriormente se agregaron los tratamientos en 50 ul (6SA,
vehiculo y control negativo) y se incubaron las células por 48 h mas. Terminado
el tiempo de exposicion se retird el sobrenadante de los pozos y se agregaron
20 pl de una solucién de MTT (5 mg/ml en PBS estéril) y se incubaron por 3 h
mas en las mismas condiciones. A continuacion, se retird la solucion y se
adicionaron 100 pl de DMSO, se agit6 para disolver los cristales de formazan
y se determiné la absorbancia de los pozos a una longitud de onda de 492 nm
y 620 nm usando un espectrofotdmetro 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
considero el valor de absorbancia del control de vehiculo (DMSO 0.34%) como
el 100% de viabilidad.

2.6.2 Viabilidad celular por incorporacién de rojo neutro

La técnica de incorporacién 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 integros mantienen las caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para incorporar y retener el colorante, mientras que
las membranas dafiadas de los lisosomas no podran 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 ul de medio completo y se incubaron por 24 h a 37 °Cy 5% de COz en
camara humeda. Posteriormente, se agregaron los tratamientos en 50 ul (6SA,
vehiculo y control negativo) y se incubaron las células por 48 h m4s. Terminado
el tiempo de exposicion se retird el sobrenadante de los pozos y se agregaron
25 pl de una solucién de rojo neutro (25 ug/mL en PBS estéril) y se incubaron
por 4 h mas en las mismas condiciones. A continuacion, se retird la solucion y
se procedié a lavar la placa por triplicado adicionando 100 pl de PBS estéril a
pH 7. Subsecuentemente se agregaron 100 pl de una solucién de
agua/etanol/acido acético recién preparada (49:50:1 a 4 °C) y se agito por 10
min para disolver los cristales de rojo neutro. Se determind la absorbancia de
los pozos a una longitud de onda de 540 nm usando un espectrofotdmetro de
microplacas. Se substrajo el valor de la absorbancia basal del medio y la placa
a los valores experimentales y se considero el valor de absorbancia del control
de vehiculo (DMSO 0.34%) como el 100% de viabilidad.
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2.7 Ensayo de formacion de micronucleos por bloqueo de
citocinesis

El ensayo de micronucleos por bloqueo de citocinesis (CBMN) es una prueba
estandar en toxicologia genética, permite evaluar diversas formas de dafio
genético, principalmente la micronucleacion. Las roturas de ADN no reparadas
o mal reparadas, los defectos del cinetocoro y la hipometilacién de las
secuencias  centroméricas/pericentroméricas son  conocidos  como
mecanismos moleculares de formacién de micronucleos (MN). El principio del
ensayo es generar la inhibicibn de la citocinesis mediante la adicion de
citocalasina B en las células que se estan 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 nucleos principales por no poder ser retraidos por el
huso mitético, ya sea porque carecen de cinetocoro o por que se rezagan
durante la mitosis por tener alguna modificacion en su estructura. La
frecuencia de MN se cuantifica s6lo en las células binucleadas (Fenech, 2007)
y son un indicador de dafio genético con relevancia biologica al asociase con
el incremento de riesgo de inducir cancer en poblaciones humanas (Bhatia et
al., 2013).

2.7.1 Procedimiento

La técnica se realiz6 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 camara
himeda por 24 h'y se trataron con 6SA, arsenito de sodio como control positivo
(2.5 uM en agua destilada) y DMSO como control negativo (0.034%) por 24 h.
A las 44 h de cultivo se agreg6 Cyt-B (6 pg/mL) y se incubd por 28 h mas.
Finalizado el tiempo de los tratamientos, se retird el medio de cultivo y se
agregaron 500 ul de KCI 0.075 M a temperatura ambiente y se mantuvo por
10 min. Posteriormente, se retird la solucion centrifugando por 5 min a 1500

rpm y se adicionaron 500 pl de solucion de Carnoy (metanol/acido acético 3:1
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viv) 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
tifieron con una solucién de acuosa del colorante Giemsa con modificacion de
Wolbach al 10% por 15 min y se adicion6 1 mL de PBS, pH 7.2 por 5 min.
Transcurrido este tiempo, se retir6 el colorante/PBS y se enjuagaron los
cubreobjetos con PBS (6.8 pH) por 1 min y se finalizé con un enjuague con
agua corriente para dejar secar y fijar los cubreobjetos en un portaobjetos con
medio de montaje Entellan.

Se registrd la proporcién 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 desafio

El ensayo cometa es un método sensible y rapido 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 dafiado migrara lejos del cuerpo nucleoide que contiene el ADN
no dafado debido a la diferencia de tamafio de las biomoléculas,
asemejandose 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 & Banath, 2006).

Una modificacion al ensayo original permite determinar cuantitativamente la
capacidad funcional de la respuesta de reparaciéon al dafio del ADN,
detectando la cinética de los procesos de reparacion en las células a diferentes
momentos después del tratamiento con un agente conocido que dafia el ADN,
a esto se le conoce como ensayo cometa con desafio (Glei & Schlérmann,
2016).
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2.8.1 Procedimiento

Para el ensayo cometa, la preparacion de los portaobjetos es importante, por
lo que se debe de realizar un lavado previo con jabon 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 procedié a cubrir el
portaobjetos agregando 150 pl de agarosa regular (0.5%) para su posterior

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

Posteriormente, se embebieron 20 000 células en 75 ul de agarosa de bajo
peso molecular (0.5%) y se adiciond la totalidad de la solucién en el centro de
la laminilla y se cubrieron con un cubreobjetos estandar. Las laminillas fueron
refrigeradas a 4 °C por 5 min, finalizado el tiempo, se retira el cubreobjetos y
se les afiade una capa mas de 75 pl de agarosa de bajo peso molecular (0.5%),
cubriéndolas y colocadas a 4 °C por 5 min. Una vez solidificadas, se retir6 el
cubreobjetos y se introdujeron en Koplins con una solucién de lisis (30 ml NaCl
2.5M, 5mlI EDTA 100 mM, tris 10 mM-pH 10, aforada con agua destilada) mas
10% DMSO y 1% de tritobn X-100 enfriada a 4 °C, por 1 hora a 4 °C.

Terminado el tiempo de lisis, las laminillas fueron referidas a una camara 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 procedidé a neutralizar con una solucion 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 agregé 20 ul de bromuro de etidio (0.4
pug/ml) y se cubrieron con cubreobjetos de 24 x 60 mm. Para el andlisis se
utilizé 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 nucleos por laminilla, usando el software Comet
Assay IV®,
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Para la evaluacién de la cinética de reparacion, se prepararon dos laminillas
para el ensayo cometa, correspondiendo a las muestras de células sin
exposicion a 6SA y células con un pretratamiento de 6SA. Posteriormente, se
provoc6 un dafio en las células mediante un tratamiento de 10 ul de H202 (100
mM) por 10 min, realizandose una laminilla para el analisis inmediato del
deterioro celular (To). Para la preparacion de las dos laminillas restantes, ya
finalizados los 10 min se procedid 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 (Teo),
respectivamente. Como control positivo se prepararon laminillas adicionadas
con 10 pl de N-hidroxiurea (NHU) (1 pM), ya que es un inhibidor de la
ribonucledtido reductasa, y por lo tanto, inhibe la sintesis de ADN.

Debido a que se tomé como base el ensayo cometa, las condiciones y
soluciones utilizadas en la lisis celular, la electroforesis, lectura y posterior

analisis de las laminillas ya se han descrito.

2.9 Andlisis de resultados

Se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para identificar el
comportamiento normal de los datos, seguido de un andlisis de varianza por
ANOVA de una via con prueba post-hoc de Bonferroni o prueba t de Student.
Los resultados se presentaron como la media + la desviacion estandar (DE)
de tres experimentos independientes por triplicado. Se utilizé el programa
Graph PAD 8® para realizar las graficas y el andlisis estadistico considerando

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

3.1 Citotoxicidad del 6SA en células de cancer de mama
humanas y de raton

Para poder establecer una relacion entre el efecto citotdxico y genotoxico del
6SA en las diferentes lineas celulares, se evaluo la viabilidad por metabolismo

mitocondrial de MTT y por incorporacion lisosomal de rojo neutro.

En las células MCF-7 se observd un aumento significativo (p<0.05) de la
actividad mitocondrial (Figura 6A) con la concentraciéon de 25 uM de 6SA
después de 48 h de exposicion en comparacion con el control negativo, y una
disminucién significativa a partir de la concentracion de 65 pM (Figura 6A). En
las células 4T1 se presentd un aumento significativo en la actividad
mitocondrial con las concentraciones mas baja de 6SA, disminuyendo
posteriormente a niveles inferiores al del control negativo con las
concentraciones de 75y 85 uM (Figura 6B). Comparando los valores obtenidos
en ambas lineas celulares transformadas, se observé que las células MCF-7

son mas sensibles al efecto del 6SA que las células de ratén (Figura 6C).
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Figura 6. Efecto del 6SA en la actividad mitocondrial por biotransformacion 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 CO; en cAmara humeda por 4 h y se trataron con
6SA o DMSO (control negativo) por 48 h. Comparacion de la actividad mitocondrial
en ambas lineas celulares (C). Media + DE (n = 3). *p<0.05, ANOVA de una via y post
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hoc Bonferroni vs. Control y MCF-7 vs. 4T1.
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Debido a que la evaluacion de la tasa respiratoria mitocondrial por
metabolismo de MTT es una medida indirecta de la viabilidad, se decidid
analizar la citotoxicidad el 6SA utilizando el ensayo de incorporacion de rojo
neutro bajo las mismas condiciones de concentracion y tiempo de exposicion
al 6SA (Figura 7). Se observdé que la viabilidad celular se redujo
significativamente en las células MCF-7 desde la concentracion mas baja y no
se recuperaron ceélulas vivas desde la concentracion de 75 uM (Figura 7A).
Mientras que en las células 4T1 se observo esta disminucion significativa en
la viabilidad desde la concentracién de 50 uM (Figura 7B). Al comparar el
efecto citotoxico del 6SA entre las dos lineas celulares, se observo que las

células MCF-7 son mas sensibles que las células 4T1 (Figura 7C).
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Figura 7. Efecto del 6SA en la viabilidad celular por incorporacion 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 CO; en camara himeda por 4 h y se trataron con
6SA o DMSO (control negativo) por 48 h. Comparacién del efecto del 6SA sobre la
viabilidad celular por incorporacién de rojo neutro (C). Media + DE (n = 3). *p<0.05,
ANOVA de una via, post hoc Bonferroni vs. control y MCF-7 vs. 4T1.
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Con los datos anteriores se calculo el valor de las concentraciones inhibitorias
de la viabilidad al 50% (ICso) mediante la regresion logistica de cuatro
parametros (Tabla 1), con el que se observa que las células MCF-7 fueron las
mas sensibles al dafio citotéxico por exposicion al 6SA que las 4T1, pues

requieren menor concentracién de 6SA para alcanzar la ICso.

Como se puede observar, la técnica de incorporacién de rojo neutro (integridad
de membranas lisosomales) fue mas 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
respiracion celular es menor que el efecto que produce sobre la integridad de

la membrana de los lisosomas.

Tabla 1. Valores de ICso obtenidos por diferentes ensayos con 6SA en
diferentes lineas celulares.

1Cs0 (UM)
Linea celular Incorporacion rojo Metabolismo MTT
neutro
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 ICso, independientemente

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

Una vez que se establecidé la sensibilidad de las lineas celulares a la
citotoxicidad del 6SA se utilizé una concentracion cercana a la ICso en ambas
lineas celulares para establecer las diferencias en la sensibilidad de las lineas
celulares hacia los efectos genotdxicos del 6SA. Se decidié utilizar las
concentraciones de 30 y 50 uM de 6SA en las células MCF-7 y 4T1,
respectivamente, y evaluar la capacidad genotoxica del 6SA cuantificando la

generacion de rompimiento en el ADN mediante el ensayo cometa.

Se observo un dafio basal al ADN en ambas lineas celulares, el cual aumento
de manera estadisticamente 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 genotoxico
sobre las diferentes células transformadas y que las de cancer mamario

humano fueron las mas afectadas (Figura 8C).

Por otro lado, aunque se observa que el dafio basal presente en las dos lineas
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 gendmica semejante.
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Figura 8. Efecto genotoxico del 6SA por el ensayo cometa. Se trataron 20,000
células MCF-7 (A) y 4T1 (B) con 30 y 50 uM de 6SA, respectivamente, por 30 min. C)
Comparacion de la sensibilidad entre las lineas celulares. Momento de cola: % de
ADN en la cola x longitud de la cola, NHU (1 uM); 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 via, post hoc Bonferroni vs. tratamiento.
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Debido a que el 6SA mostro tener actividad genotdxica se decidié analizar si
esta genotoxicidad tenia consecuencias biolégicas relevantes en las células
evaluando la capacidad de induccién 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 cancer en los individuos (Bonassi et al., 2007).

Se determind la frecuencia de MN en células binucleadas tratadas con
concentraciones cercanas a la ICso para 6SA tanto en células MCF-7 como
4T1 y se utilizé el arsenito de sodio como control positivo. Se observo que el
6SA incrementd 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 raton 4T1 no fue significativo (Figura 9B).

También en este parametro se pudo observar que las células MCF-7 fueron
mas sensibles que las células 4T1 (Figura 9C). Esta diferencia se observé
desde la frecuencia basal de MN pues las células 4T1 tuvieron 51.54% menos
de dafio 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 % mas de MN que

las células 4T1.

El dafio que se observé en el ensayo cometa producido por el 6SA no se vio
reflejado completamente como dafio citogenético, pues la frecuencia de MN
que se observé en ambas lineas celulares fue baja, lo que sugiere que el
mecanismo de accion antineoplasica del 6SA sobre las células transformadas
no es por interaccién con el ADN, lo que representa una ventaja sobre otros
compuestos antineoplasicos que generan dafio al ADN sin importar si las
células son sanas o tumorales y no producirian la generacion 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 COen
camara himeda, se trataron por 72 h con 6SA 30 uM en MCF-7 (A) y 50 uM en 4T1
(B). Frecuencia de MN/1000 células binucleadas. Media + DE (n = 3). *p<0.05, t de
Student vs. control. C) Comparacion de la sensibilidad entre lineas celulares. *p<0.05,
ANOVA de una via, post hoc Bonferroni vs. Tratamiento.
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3.3 Cinética de reparacion del ADN

Debido a que se ha reportado que las proteinas HAT son un blanco de la
accion inhibitoria del 6SA y a que observamos un incremento en la cantidad
de dafio basal en el ensayo cometa en ambas lineas celulares expuestas por
30 min a 6SA, quisimos comprobar si la presencia del 6SA reduce la capacidad
de reparacion del ADN, por lo que realizamos el ensayo cometa en su version

de desafio para evaluar la cinética de reparacion del ADN.

Se indujo un dafio en el ADN de las células con H20z2, en células sin exposicion
a 6SA o con un pretratamiento de 6SA (correspondiente a la ICsode cada linea

celular).

Se observo que el dafio basal se increment6 por el desafio con H20z2, y que se
repar6 conforme transcurrid el tiempo en las células MCF-7 (Figura 10).
Cuando las células se pretrataron con 6SA (30 uM por 30 min) se observé 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
dafio fue reparado llegando a niveles casi basales después de 60 min (5.50 £
1.0). Con estos datos se sugiere que el proceso de reparacion del ADN no se
afectd por la presencia del 6SA, lo que indica que no se inhibio el
reconocimiento del dafio al ADN ni la capacidad de sintesis no programada de
ADN en las células MCF-7.

Se realiz6 el mismo experimento en las células 4T1 utilizando 50 uM de 6SA
por 30 min y se observé que el dafio inducido por el peréxido de hidrégeno fue
menor que en las células MCF-7 y que este dafio también se reparé de manera
eficiente después de 60 min (Figura 11). Cuando se pretrataron las células 4T1
con 6SA se observd que hubo un aumento de mas del 60% en el dafio en las
células con respecto a las no tratadas, mismo que es reparado aproximandose
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 reparacion del

ADN no se afect6 por la presencia del 6SA, lo que indica que no se inhibi6 el
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reconocimiento del dafio al ADN ni la capacidad de sintesis no programada de

ADN en las células 4T1.

La comparacion de los efectos del 6SA producidos en la cinética de reparacion
del ADN en las dos lineas 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 reparacion del dafio al ADN.
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Figura 10. Efecto del 6SA sobre la cinética de reparacion en el ADN de células
MCF-7. 20,000 células previamente tratadas con 30 uM de 6SA se expusieron a H,0-
(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, solucion de
lisiss DMSO/Triton X-100. Condiciones de la electroforesis, 300mA constantes, 25 V
durante 20 min. Lectura mediante microscopia de fluorescencia (BX60 Olympus, 515
a 560 nm, 20x) y andlisis 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 reparacion de dafo inducido por 6SA en el ADN de
células 4T1. 20,000 células previamente tratadas con 50 uM de 6SA se expusieron
a H>O, (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, solucién de
lisissDMSO/Triton X-100. Condiciones de la electroforesis, 300mA constantes, 25 V
durante 20 min. Lectura mediante microscopia de fluorescencia (BX60 Olympus, 515
a 560 nm, 20x) y andlisis 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 atencién dentro del estudio de distintas
enfermedades; el 6SA es un fitoquimico con actividad anticancerigena
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 citotoxicos diferentes
sobre células MCF-7 y 4T1. Se observé que las células MCF-7 fueron mas
sensibles que las células murinas, lo que presenta una ventaja al querer
extrapolar los efectos antineoplasicos del 6SA de modelos murinos a
humanos, pues probablemente el efecto antitumoral descrito en modelos

murinos sea mayor en estudios clinicos.

Los valores de ICso calculados en las lineas celulares MCF-7 y 4T1 se
encuentran dentro del rango de valores que se han calculado en otras lineas
celulares tumorales humanas, lo que indica que el 6SA tiene un mecanismo

de accidon semejante en este tipo de células.

La diferencia en selectividad del 6SA entre las células tumorales y normales
podria 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 patron de acetilacion esta asociado con la
aparicion de distintos tipos de cancer, y el aumento o disminucion del nivel de
modificacion varia segun el tejido comprometido, asi mismo, la expresion
anormal de HATSs tiene como consecuencia la reestructuracion de la cromatina
por cambio en la distribucion de la acetilacion de histonas, afectando la
expresion de genes relacionados con la tumorigénesis (Sun et al., 2006; Wu
et al., 2020). Lo anterior podria estar relacionado con el mecanismo de accion
reportado para los AA, el cual se basa en su capacidad inhibitoria de las
enzimas HAT (Huang et al., 2019).
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Recientes investigaciones reportan que los niveles de acetilacion en la histona
3, en los residuos H3K4ac y H3K9ac se correlacionan la invasion del tumor en
cancer de colon y de ovario, mientras que una regulacion negativa en
H3K18ac, H3K9ac, H3K4ac, H4K16ac se relacionan con el cancer de mamay
de ovarios debido a que interactian con las regiones promotoras de genes

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

Los farmacos antineoplasicos, incluidos ciertos agentes quimioterapéuticos,
tales como los agentes alquilantes y aquellos a base de platino, se han
relacionado con el desarrollo de cénceres secundarios, en particular el
sindrome mielodisplasico (SMD) y la leucemia mieldgena aguda (LMA), esto
debido a que el mecanismo de accidn es por medio de la induccion de muerte
celular por dafio al ADN, comprometiendo tanto células dafiadas como sanas
(Fung et al., 2019), razon por la cual se estudio la capacidad genotdxica del
6SA en las dos lineas celulares.

Se observé que el 6SA puede incrementar la cantidad de DSB de manera
basal en ambas lineas celulares, lo que indicaria un efecto directo sobre el
ADN o un efecto en la capacidad de reconocimiento de dafio o reparacion del
ADN, sin embargo, cuando se evalud la cinética de reparacion de un dafio
inducido por peréxido de hidrégeno se observé que ambas lineas celulares
tenian la misma capacidad para reparar el dafio al ADN pues en ambos casos
se recobraron niveles de dafio semejantes al basal después de una hora de
reparacion. Estos datos nos indicaron que el 6SA no interfiere con los
mecanismos de identificacion de dafio y reparacion del ADN, lo que confiere
una ventaja al 6SA sobre otros compuestos antineoplasicos, ya que se sabe
que los medicamentos de quimioterapia interfieren con la reparacion del ADN
y el reconocimiento de dafios, lo que desencadena la respuesta al dafio del
ADN (DDR) en las células cancerosas (Cheng et al., 2022).
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Esta interferencia con los mecanismos de reparacion 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 cancer (van den Boogaard et al., 2022).

Por otro lado, la prueba de genotoxicidad de micronucleos, que representa un
dafio al ADN con relevancia biolégica pues se asocian con incremento de
desarrollo de cancer (Bonassi et al., 2007; OECD, 2017) mostré que solo las
células humanas MCF-7 tuvieron un incremento leve en la frecuencia de MN,
lo que podria indicar que el 6SA puede tener como blanco proteinas asociadas

con el citoesqueleto al inducir aneuploidias.

Recientemente, se ha demostrado que los acidos anacardicos inhiben la
formacion de anillos de actina F, esta estructura dindmica compuesta de actina
filamentosa (actina F) y la proteina motora miosina-2 desempefia un papel
crucial en la division celular, particularmente durante la citocinesis, ya que el
ensamblaje, ingreso, desmontaje y constriccion del anillo contractil de actina
dependen de la polimerizacion de la actina F, proceso esencial para la
adecuada separacién de las células hijas durante la divisién celular. Los
filamentos de actina también contribuyen a la orientacion de la red de
microtubulos que forma el huso mitético, que es crucial para el correcto
ensamblaje y orientacién del huso durante la divisién celular (Gibieza &
Petrikaite, 2021; Zhao et al., 2021).
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Tabla 2. ICso de AAs en diferentes tipos celulares humanos

Linea celular AA ICso | peferencia
_ (UM)
K562 Leucemia mielégena ' o5 4
humana Acido 6-
AGS Aglenpcarcmoma pen'_[a,d_ecn 41.6 Alam et al.,
gastrico humano salicilico 2015
A C15:0
peMc | Célula mononuclear ( ) 140
de sangre periférica
Hep-G2 Hepar'][ocarcmoma 299 + 2
umano
MDA- [Cancer de mama triple 88.6 +
MB-231 negativo Acid 2.3
Céancer de mama triple cldo 89.3 + Rea et al.,
Hs 578T . anacardico
negativo (C15:1) 5.2 2003
SK-MEL-1 pelanoma humano . 164 +
28 11
5637 Carcinoma de vejiga 90.8 +
humano 3.2
HT-29 Adenocarcinoma Acido 6-[10(;)- 100
colorrectal humano heptadecenil]
30z Dube et al.,
Adenocarcinoma de 17D 4304 2021
PC-3 . pentadecenil]
prostata humano fenol 6.0

Se ha reportado que el mecanismo de accion del 6SA, puede ser su capacidad
de inhibir enzimas HAT (Huang et al.,, 2019), que participan tanto en el
reconocimiento del dafio al ADN como en distintos procesos de reparacion,
arresto celular e induccién de apoptosis (Sun et al., 2010; Wu et al., 2020), sin
embargo, nuestros datos indican que el reconocimiento y reparacién del dafio
al ADN no se modifican por la presencia del 6SA, lo que sugiere que la
induccién de apoptosis en las lineas celulares tratadas con 6SA no se debe al
dafio al ADN (Sun et al., 2006).

A pesar de haber encontrado que el 6SA puede generar rompimientos en el
ADN y micronucleos, se puede clasificar como un genotoxico débil, pues en

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

antineoplasico en humanos.

Por otro lado, nuestros resultados ponen en duda que el blanco principal del
6SA sean los mecanismos de reparacion del ADN, puesto que el dafio
generado inicialmente en las células puede repararse por completo, aunque
es de relevancia notar que el 6SA puede generar un dafio al ADN pues
incrementd 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 proteinas
como p300, Tip60, p53, BRCA1-BARD1 y KAT2B, todas ellas relacionadas a
mecanismos de reparacion del ADN (Zhao et al., 2017; Park et al., 2018; Bai
et al., 2023; Witus et al., 2022; Vaddavalli et al., 2022).

Se requieren mas estudios in vivo e in vitro para determinar otros posibles
blancos de los efectos del 6SA que puedan estar relacionados con la
generacion de rompimientos de ADN y la formacion de micronucleos que no

dependan directamente del reconocimiento y reparacion del dafio al ADN.
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5 CONCLUSIONES

5.1 El 6SA fue mas citotoxico en la linea celular humana MCF-7 que en la

linea celular murina 4T1.

5.2 La exposicion a la ICso de 6SA indujo MN sdlo en las células humanas
MCF-7 y no en las 4T1.

5.3 El 6SA no interfiere en las vias de reconocimiento y reparacion del
dafo al ADN en células MCF-7 y 4T1.

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

que las células 4T1 murinas.
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6 PERSPECTIVAS

6.1 Elucidar el mecanismo de accion del 6SA en las distintas vias de
reparacion del ADN, mediante la identificacion de blancos moleculares

cruciales y caracteristicos de cada sistema.

6.2 Comparar el efecto citotdxico y genotoxico 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 cancer
de mama luminal A y basal, con el objetivo de comprender la

sensibilidad de cada tipo celular al 6SA.
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Medios e extincién que no deben wiilizarse por razones de seguridad

[
Pagina 3113

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

Sodium arsonits Focha de roviskén 200012023

Lisiafuert (] E8 Minisieriode Traioo y Aruos Socies de Expata. MSTITUTO NACIOHAL DE SEGURIDAD E HIGIEKE EN
EL TRABAJD (INSST}. Limites de Exposicién Profesional Para Quimicos en Espana. Publicado inicisimente en 1669,
Modificado amuaimente. (tima edicidn febrero 2018

Mo debe liserame en ol medic ambients.

Feanca I ica I
Lievar un equipo de prolecokin respiratoria indhidual y un traje de proteccin. Evacuar al personal a zonas seguras. Asegurar una S TR T VLA-ED D7
Eviar el contacto con los ojos, ka piel  la ropa. | g 2 havas)

al medio ambisnte Companonis | ks - Fariugal Pz B T —
il | I ot | | TR 61 g8

ni al sistema de Evite qua Prevenic = urbsha

Ia penetracian del peoducts en desaglles. Debe avisarse a ks aulondades lacales si no & puersn contener vertidos importantes.

rseno sodca FauiFeas VIR 0,005 mg &

TWA 001 maime & A

nten Hud

6.3, Métodos y material de contencion y d limpieza

Lienvar un equipc de proleccion resgiratoria indidual y un traje de profeccn. Bamer y recoger en contensdares aprpiados para
5 ehminacicn. Eviar ka formacian e poiva.

.4, Roferencia a ofras seccionos

Consuitar las medidas de proleccién en las listas de las secciones By 13,

Valores limite bioldgicos

Lista fuerse (5]

11 soqun

Usar 3440 baja un proector conta humes Quimicas. Lievar equipa de probeccin individualiméscara de proteccian. Evitar fa
farmackin de pahve. Exitar el cantacts con ka3 gjes, la pel o/ ropa. Ne respirar ol poive. Ho ingerr. En casa de ingestion, buscar
inmediatamente axisiercia madica.

Modidas higiénicas
Manipular respetando Las buenas pricticas de
Mo comer, Deder ni fumar curare su sz

de voiver a usarios. Lavar las

one inchsial y sequncad. Marténgase iefos de skmetcs, bebidas y plensos.
:nm—ymnampayms puaNtes CORaMINAdCs, For Centra y por fuer, anes
trabajo.

o R

incluidas posibles

Martener los conenedores perfectaments cemados en un kugar frescn, secoy ben ventiado. Giarde baj una stmésfera inerie
Ercanger de la umedad

1

Métodes de soguimicnto
El 14042:2003 Tituko de identificacién: Asmésleras en los hugares de trabajo. Directrioes para fa aplcacién y usa de
procedmientas para evaluar ka expasicién a agentes quirmicos. y biolbgicos.

ivel ) 1 Nival
Ho hay infamacite disganike

(DMEL)

Concentracién prevista sin efecto (PNEC)
Ho hay infarmaadicn dispanile

FSUSI330
Pagina 4113
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Hoja de seguridad del peréxido de hidrogeno

HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD
PEROXIDO DE HIDROGENO

Fodaulo MIFPA Rotulos LN

o)
& w--

Fecha Revislén: 21/03/2005

SECCION 1: PRODUCTO QUIMICO E IDENTIFICACION DE LA EMPRESA

Nombre del Producto: PEROXIDD DE HIDROGEMND

Sindnimos: Dideeido de hidrégenao.

Férmula: H202

Himero interno:

Nimero LIN: 2015

Clase UN: 51

Compahia que desarrolld  Esta hoja de datos de segurdad es el producto de la recopilacidn de informackin de

la Hoja de Seguridad: diferentas basas de datos desamolladas por entdades intemacionales relacionadas con &

terma. La aimentacén de la informacidn fue realizada por el Consajo Colombiana de
s %a-:l. Carrera 20 Mo. 30 - 62, Teléfono (571) 2886355 Faox: (571) 2684357 Bogotd.
.C. - Cotombia.

Teléfonos de Emergencia:

SECCION 2: COMPOSICION E INFORMACION SOBRE INGREDIENTES

COMPONENTES
Components [ CAS [ TwiA | STEL | =
Perdiidc de hidndgeno TT22E4-1 1.4 mgim3 {1 ppem) (ACGH 2004) N JACGIH 2004} > Bl

Uso:  Blangueadores de textles, simentos, papel, en la produccosdn de quimicos, plésticos, famacéuticos,
electropiateado, tratarmiento de agua, refinado y limgeeza de metales, combustible de cohetes, caucho para
espuma, sntisdptico, agente neutrallzante en la destiacion del vino, desinfectants de semillas.

SECCION 3: IDENTIFICACION DE PELIGROS

VISION GENERAL SOBRE LAS EMERGENCIAS:

jPedigro! Omidante fuerte. Comosivo. Al contacto con otro material puede causar fuego. Puede ser dafloso sl s ingenido.
Puede causar efectos en &l Skstema nensoso central, ancrmabdades an la sangre, iritacdn severa en los tractos
reapiratono v digestivo & imitacion en ks plel con posibles quemaduras. Al contactn con los ofos puade dar lugar & dafios

permaneantas.

EFECTOS ADVERSOS POTENCIALES PARA LA SALUD:

Inhalacidn: Sensacidn de arder en la garganta, 1os. Posible paro respiratorio y edema pulmonar.

Ingestin: Courosive, Andor en la garganta, dolor en & pecha, wdmito, hemarragias. La formacién
espontinea de oxigeno en & estfapo o estdmego pueds ocasonar hendas.

Plel: Cormrosive & concentraciomnes mayores del 10%. Blanqueamiento de la peel y picazdn.

Ojos: Corrosive. Enrojecimiento, dolor, visidn bommosa. Puede causar dafos imeparables en la retina y

eventualmente ceguera. Efectos retardados hasta 1 semana después.

Efectos cronicos: El contacto prolongado o repetido con |a péel puede causar denmatitis. Los experimentos dal
Laboratono han dado lugar a efecios mutégenos. El contacto regstido pueds causar dafio comen.

SECCION 4: PROCEDIMIENTOS DE PRIMEROS AUXILIOS

PEROXIDC DE HIDROGEND
CISPROQLUIM i
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Inhalacién: Trastadar a aire fresco. S no respira administrar respiracion artficial. No usar el método boca
Boca. S respira con aficultad sUMMSIrar axigeno. Mantener 1a victima abnigada y en reposo
Buscar atencién médica inmedkalamente.

Lavar la boca con agua. i esté consciente, suministrar abundanie agua_Ne inducir el vémito,

si &ste s presenta inclinas |2 viclima hacia acelante. Buscar stencion médica

inmedistamente. Si estd inconsciente no dar a

Plel: Lavar la zona afectaca con sbundante sgua y jsbén. minimo durante 15 minutos. Retirar is
ropa y calzado contaminados. Si a imitacitn persiss repeir el lavado. Buscar atencién

médica.

Ingestion:

Ojos Lavar oon sbundants agua, mirimo durante 18 minutos_Levantar y separar los pérpados para
‘asequrar la remocion del guimico. $11a iitacidn persiste repeti el lavado. Buscar stencin
edica
Nota para ios médiees:  Después de proporcionar directa con

un médco especelsia en excologla, que brinde nformaciin para f mansfo médico de 3

limites de exposicién ccupacional o se mantengs lo més baja posible.
Cansiderar & posibilkiad de encerrar el proceso. Garantizar el contral de las
condiciones del procese. Suministrar sire de reemplazo continuaments para
suplir el aire removido. Disponer de duchas y estaciones lavacjos.

EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL

Proteccion de los ojos y rostro: Usar I gatas o antecjos de sequridad spropiados para productos qu
segin lo descro por las regulaciones de la BHA en 28 CFR 1610, 133cren el

Estandar Europeo EN1EE.

Proteccién de plel: Guantes largos, bolas y ropa de proleccién impermeables al producto.

Proteccion respiratoria: Respirador con fitra para vapares imorganicos. Un programa de proteccisn
respiratoria que resuelve os requistos de la OSHA 20 CFR.1910.134 y del
ANSI 2882 o del Estandar Europeo EN 148 debe ser sequido siempre que &

hugar de trabajo condiclane el uso de un respirador.

Proteccion en caso de emergencia:  Equipo de respiracian autsnomo (SCBA) y ropa de proteocion TOTAL.

SECCION 9: PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

na afectads, can base en su estado, los sintomas existentes y s
sustancia quimica con fa cual se fuva contacto.

SECCION 5: MEDIDAS EN CASO DE INCENDIO
Punto de inflamacian (°C): HA

Temporatura de autsignieidn (°C): NA

Limites de inflamabilidad (%VIV):
Peiigros de incendio yio explosion:

No inflamable. Con el calor propicia Ls combustibn espontanea de mteriales combustbles. Libera
axigenn el cual intensifica y tavorece i& combustin

Medios de extincion:

40- 100

‘Solo ullizar agua. No utiizar espuma, producio quimico seco, Dibxida de carbono o pokvo
Productos de la combustion:

NR.

evitar incendio

Martener alejado de toda fuente de calor. No colocar junto a materiales combustibles, mi impurezas.
Evitar goipes y friccidn.

Instrucciones para combatr el fuego:
Evacuar o aislar el drea de peligro. Restrings el scceso a personas innecesarias y sin la debida
proteccitn Estar a favor del viento_Lisar enuipo d proteceidn personal

Aparienca, olor y estado fisico: Liguida incaloro con ligero olor.

Gravedad espacifica (Agua=1): 12820
Punto de sbullicién °C): 141
Punto de fusién (*C): -1
Densidad relativa del vapor (Alre=1): 1.0

Presion de vapor {mm Hg): 183a30°C
WViscosidad (cp): 1245820°C
pH: 51

Selubilidad: Saluble en agua y alconol.

SECCION 10: ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Estabilidad quimica: Estable bajo condiciones nomales de presion y temperatura.

Condiclones a evitar: Chogue mecanico, sustancias incompatibles, Lz, fuentss de ignicidn, generscisn de pohvo,
exceso de calor.

Incompatibilidad con otros. materi;

Materisies combustibies, agentes reductorss, lones metélicos,
materiales oxidables, hiermo, cobre. lalén. bronce, cromo, cinc, plomo,
plata. manganeso.

Productos de descomposicién peligrosos:  Oxigeno, Gas de hidrageno, agus.

SECCION 6: MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

[Evacuar o asslar ol drea de peligro. Restrings el acoesn & personas Innecesarias y 51 ka debida proleccion. Estar a favar
el viento. Usar equipo de proleccién persanal. Ventilar sl area. Elminar toda fuente de ignicién. Usar agua en forma de
io para reducir s vapores.

SECCION 7: MANEJO Y ALMACENAMIENTO

NR

SECCION 11: INFORMACION TOXICOLOGICA
DLS0 {oval.rata) = 376 mglmg Efectos: pemonitis, cambio en |a cuenta de leucocios.
DILS0 {piel. ratas) = 4.06 g
LCS0 {(nhalacion, ratas) = 2 ¢/ma3 en 4h, Efecios: sobre 105 puimones, torax; emboka pulmonar.

SECCION 8: CONTROLES DE EXPOSICION Y PROTECCION PERSONAL

Controles de Ingenieria: Ventlacién local y general, para asegurar que la concenlracisn na exceda los

pr— [rS— p— poryTR A ———— No es kstado camo Carcindgens por la AGGIH, IARG, NIOSH, NTP y OSHA

producto. Maniener ssirictas nomas de higlene, no fumar, o camer en i sito de irabajo. Usar las

positice. ‘pars ia atencidn Ensayos en ojos:

Leer lss Insiruccsones de la eliqueta anes de usar el producto. Ratular s recipientes Una dosis de concentracidn enire 5 - 30% de Penixido de hidrogenn en los ojos de los consjos caus) calaralas.

adscusdaments.
Almacenamiento;  Lugates vntlados, esccs  sewos Marener fo defuries de caor. haps & gncion. Seperar Mutagenicidad

P s v Presania cambios en el DNA para la baclers (E. Col) y s caravisise.
ot protagiets 4 hs y a fomparlrad iferares .35 .
CONTENEDORES: Botallas i viano smbr, garatas, baries e alumi SECCION 12: INFORMACION ECOLOGICA
de poletieno con emuitura de fibra y acero: camiones y vagones cstema. 150 frachs) =40 pomvona agua

CL50 {Daphria Magna) = 0.007 qlL durante Z4h

SECCION 13: CONSIDERACIONES DE DISPOSICION

PERDXIOC DE HIOROGEND
ciSPROOUM 2

PEROXIDO DE HIDRDGEND

CIEPROUIM

SECCION 14: INFORMACION SOBRE TRANSPORTE

Snaustaamrie o susalacomurents lese UN 5.1, up I No ranaporta con i i e sustanc quimca
ctejor edores dal dano fisico

secmdm 15: INFORMACION REGLAMENTARIA

Hydrogen Peroxide,
30%

oy 0 e ot T s 3 2 e o e S BAKER ANALYZED ACS N | Product No. 2188

21 " o —— v Reagent “ o1

L Mmmnvm de Yvnnspoﬂt Decreto 1809 del 31 de jubo de 2002 Por el cual se reglamenta el manejoy ransporle TEST SPECIFICATION

i Pty s et
e — 4 1008 Exceeds A.C.S. Speciications
bl s ot P —— .

SECCION 16: OTRAS INFORMACIONES Meets Reagent Specifications for testing monographs

L Assay (Hz0z) 30.0-32.0%

Bibliografia Color (APHA) max. 10
Residue after Evaporation max. 0.002 %
Titrable Acid (meq/g) max_0.0006
Trace Impurities (in ppm):
Chioride (1) max. 3
Nitrate (NO) max. 2
Phosphate (POs) max. 2
Sulfate (S04) max.5
Ammonium (NHs) max. 5
Trace Impurities (in pph):
Copper (Cu) max. 50
Iron {Fe) max_ 100
Heavy Metals (as Pb) max. 1000
Lead (PE) max. 100
Nickel (Ni) mas. 50

PERDXI0 DEHIDROGEND
cspRoUM 4

For Laboratory, Research or Manufacturing Use

3
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Hoja de seguridad N-Hidroxiurea

Thermo Fisher FICHA DE DATOS DE
SEGURIDAD

segin of Reglamento (CE) n®. 1907/2006
Fecha de preparacion 20-4-2000 Fecha de ravision 21.sep-2023 Ndmero de Revision 5

Hydroxyurea,
151680000; 151680050; 151680250

Cat No.:

Sinonimos Hyd

N* CAS 127071

Formula molecular CHANZO2

1.2 Usos ident! la ia 0 de la mezcla
Uso recomendado Productos quimicos de laboratono.
Usos desaconsejados No hay informacikin disponible

1.3. D r de

Empresa

Entidad de la UE / nombre de la empresa
Thermo Fisher Sdentifc
Jarssen Pharmaceuticalaan 3a, 2440 Geed, Belgum

Nombre de la entidad / negocio del Reino Unido
Fisher Scienafic UK

Bishop Meadow Road,

Loughborough, Leicestesshire LE11 5RG, United Kingdom

Direccion de correo electronico begel sdsdeskilthermatisher com
Para cbiener infoemacion en EE.UU. | llamme ai: 001-800-227-6701
Para cbiener informacion en Europa | llame al: +32 14 57 52 11

Numero de emergercia, Ewropa : +32 14 57 5299
Numero de emergencia, EE.UU. : 001.201.796-7100

Nomero de tei¢tono de CHEMTREC, EE.UU. - 001-800-424.5300
Nimero de tei¢lono de CHEMTREC, Europa : 001.703-527-3887

[ SECCION 2: IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS |

21 Clasificacion de |3 sustancla o de R mezcla.

CLP clasificacion - lamento n * 12722008

ACR15168
Pagina 1112
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FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

Hydroxyurea Facha da revisién 21.5ep.2023
Faligros fisicos
Al vista de los datos na rplen ks crierios
Esligros parm 1a salud
Mutagenicidsd en céllas germinales Categoria 18 [HM0)
Tosicidad para la repeoducoidn Categoria 1A (H3600)

Paligros para el medio ambits
Al vista de ios dalos disponibies, no se cumpien ks oerios de dasificacion

Texfo compiein de fas Indicaciones de peligr: ver ia secoidn 16

2.2 Elemantas de 13 stiquats

Palabras do advartencia Faligr.
ndleacionas e paligre
- Puede defecios gendicos

H:son Puede dafiar 3 feto

GConsejos de prudancia
P20 . Solciar nstucoones especiales antes del uso
F308 + F313 - EN CASO DE sspeosicion maifiesta o presunta: Consultar a un médicn

Complementaria sbiquata do la UE
Resiringido a usas peolesionales

2 Garanpeligro
Esie product ne contiene ningon aiterader del sistema endocring concckdo o sospechase de sero

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

Hyaraxyures Facha do revision 21252023

__ |4: PRIMEROSAUXILIOS |

4.1, Descripcion da los prerwros murilios

Contacta coa los ojes Se necesta alencitn médica inenediata. Enjuagar inmedaiaments con sbundants agua,
fambién baa ko3 pérpados, curans sl menas 15 minuios.

Contacta con ta plal Se necesta alencién médica inmedata. Lavar inmediataments con abundante agua
durante al meenas 15 mins.

Ingesiién O provocar el vémita. Lamar unmeédcaaa
mcsigia.

Inhalacian Transportar a i vt mecesita atencién médica inmedlata. Na utlizar ef

ma 8
Me1000 baca 3 boca 5113 VKM ha INGenda o ANalado 1 SUSTANGE:; AAMASITr 1
respiacdn una walwia
médica para reaci Simo
respia, MBaLZAr I8CrUCaS. 08 IeSpFAGON A,

para ol personal med matenales impiicaos,
persanal 0o primenss auxilics omante recactines para rosegere & ol ismasy parsevi erende B

4.2, Bincipales sintomas v Siecios. agudos ¥ iardados.
Mo hay informacion dsgontie

0 axtincitn aproplades

Agua pverizada.

Mo hay informacitn dsponiie.

52 Paigros ™
pusd dar lugar “apares Marssnar recienta
Tampeemnis WCAE WEE I =Ty Vacs efa e Ree i oo e grici.
Hysromye 127401 | EEC Mo 2048317 = . 1B [H340] Erodisctos de combustion
| Reage. 14 (HIE0D) o imtgans M), orass S afbons (00, Ekbed de crbons (G324
&3, Racomendaciones pars ol parscnal de lucha contra incandios
o, lewar un

Pttt gk el g
Teuto compieln de A Indicaciones de pelgr: ver (o secoiin 16

6 jas,
ACRI5168

AcwisTes

Fagna 2112 —
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
Hydrearyurea Fucha do revisién 21.5ep-2023
Utilzar &l equipa de proleccién indkvidual obilgainria. Asegurar una veniladién adecuada. Mantener 2 las personas y en
dirmccién contraria al vienio &n una fuga o vertido. Evilar 13 formackdn de pelvo. Evitar & contactn con |3 piel, ks ojcs ¥ 12
inhalacitn de los. vagores.
6.2 Precauciones relativas al medio ambints
Fara obiener mas informackin ecokigica, ver el apartada 12. No debe liberarss en & medio ambients. FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
HymroTyure Facha do revision 21.5e0-2023
6.2, Metedos ¥ madprial do contencion y de Imesza
Utikzar &1 equipa de proteccién indrvidual obilgainnia. Evitar 1a formacidin de poiva. Barmer y recoger en consenedornes aproplados
para su elminacktn. valoras i jicos
Esie products, tal coma se suminksya material os

5.4, Roferoncla 3 ciras secclongs

Consultar las meddas da peoleccisn an las listas e las seociones By 13

[ SECCIONT: MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO |

A | £ ung so0gun

Usar s bajo un peolector conira humes quimicos. Lievar equipa de roleccién Indhidualimas-ara de prosecdon. Evitar la
formacien de polo. No respar e poba. Eutar el contactn con o ojes, 3 il 8 1opa. o nerr. £n casa ce ingesin, buscar
Fmediammente Fsisencia mad

Modidas higianicas
Mupuarmpmmus~ acticas de alimentcs, bebidas y plensos.

Pz comes, beber ni mar duranie 5. LeziAn. Relrar y [2var 1 FOA3 ¥ 105 GUANES Conlaminaccs, par deni:  por fuer, ants
de volver 2 usarios. Lavar las mancs anies de los descansos y despuds de 12 jomada de trabaja.

Tz soguro, incluidas posiblos

Manizner en un kugar seca. Manferer o recipiente herméticamente cemado. Mantener refrigerada.

L.3. Usos aspécificos finalos
Usa en laboraterics

crganizmea reguiadcres regonales espediices

EN 140822003
procedimienias para eval.ar |2 expasicién a agentes quimicos ¥ biabgicos.

Drectiices para & apiicacion y uso e

(DNEL) | Navel )
Mwnimnmm

Concantracitn provista sin sfocts PNEC)
o hay Informacion asporie.

B.2 Controles de 13 sxpasicion

Modidas técnicas

Usar  duchas de seguridad
AT 08 3 UDICATION d¢ 13 ES100N de b

Woricas
1= i de cambics n o procest o s scuipes pars redack sl i Iberacién o ol conact, o e atemas e
venfilachin adecuadaments deNacos, dFigidas 3 controlar ks matariaies
Equipos de protsccién parsonal

Protaccian e bos ajos Antparas {Noma de la UE - EN 165]

B.1 Paramotros de concral

Limitos de oxposicion
Este procucts, (al y como se ha suministrao, no corfiene ningon materal peligrnso oon lmies de exposicion kol estabiecidos
por las crganismas reguladones espeniicos o |a regidn

I LT I
| | |

AGR15168

Pigina 4112

Proteccion o las mancs Guantes protecicees
Matorial de loz guantes  Tiampo do Espezordoios  Narmada fa UE Guanto 80 los comontanas
ponatracien quantes.
Goma ce ritro Consate las - EES (requisita minme)

recomendaciones
del fabricants:

Cancha nakeal
2]

FYOEGCCAGN B8 13 pIGl Y &1 BTG ULzar uarses y mpar

‘SoBciaoE pam eaar et
Inepeccins s quanies s do i uso

Por favor, Gserve (as ingr o e o,
o3 guanies. {Cansaie ek detel g e
Asegurarse de que los guantes scn adecuadcs pare la trea

i i o S Cset  proc  i hcome
Cneie e e oo o s vt criaminacin oo o

Proteccion respirataria Cuand los anfrant supericres .
‘deben utiizar respiradones certficados apmpiados
Para proteger  quen &0 v, o e3P0 de PeOIBCCION FRsEAIDNa dene akusiarse
BCRIEIER

Pagina 5112
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Hoja de seguridad acido 6-pentadecil salicilico

Date of lssue:

14.01.2015 Version: 1.0

EMD Millipore Corporation | 290 Concord Road. Billerica, MA 01821, United
States of America | General Inquiries: +1-978-715-4321 | Monday to Friday, 9:00
AM to 4:00 PM Eastern Time (GMT-5)

Millipore S A.S. (Merck Millipore European Headquarters) | 39 Route Industnielle
de |la Hardt, Moisheim 67120, France | General Inquiries: +39 (0) 33 90 46 90 00
| Monday to Friday, 8:00 AM to 4:00 PM Central European Time (GMT+1)

800-424-9300 CHEMTREC (USA)
+1-703-527-3887 CHEMTREC (Intemational)

24 Hours/day; 7 Days/week
D56765

Anacardic Acid

A registration number is not available for this substance as the substance
or its use are exempted from registration according to Article 2 REACH
Regulation (EC) No 1907/20086, the annual tonnage does not require a
registration or the registration is envisaged for a later registration deadline.

This item is not a hazardous substance and does not contain hazardous ingredients, substances with
European Community workplace exposure limits or substances of very high concern (SVHC) above
their respective disclosure limits. Hence a safety data sheet is not required according to Regulation
(EC) No. 1907/2006 (REACH) and also not available in this case.

The information has been generated by EDP and bears no signature.
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9 Productos del trabajo

Participacion en el primer Toximposio 2023 con la presentacion de cartel.

Mufioz-Osnaya Gabriela, Estrada Mufiiz Elizabet, Vega Loyo Libia. Evaluacion
de la genotoxicidad del acido 6-pentadecil salicilico en diferentes tipos
celulares. Realizado 20 y 21 de julio de 2023 en CINVESTAV Zacatenco,

Ciudad de México.

&P Tg)fmposio @3

Cinvestav "La toxicologia frente a nuevos retos"
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Dra. Libia Vega Loyo Dra. Maria Isagé\l Hernandez Ochoa
Coordinadora Académica del
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