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Resumen

Introduccion: El cancer de mama es la neoplasia maligna mas comun en la
poblacion femenina en edad reproductiva y constituye la primera causa de
defuncion por enfermedad neoplasica. Si bien el 5-fluorouracilo es utilizado
convencionalmente como agente quimioterapéutico para el tratamiento de esta
neoplasia, ofrece beneficios limitados a las pacientes debido a la alta toxicidad y a
la quimioresistencia adquirida. Por lo que resulta evidente la necesidad de
desarrollar una estrategia terapéutica que permita incrementar los efectos
farmacoldgicos y disminuir los efectos toxicos de la quimioterapia; en
concordancia, su combinacibn con compuestos naturales con actividad
antineoplasica puede ser util ya que causan pocos efectos secundarios no
deseados. Estudios recientes han demostrado que la xantona a-mangostina,
principal componente del mangostan, posee efectos antineoplasicos potentes
entre los que se incluyen, promover apoptosis, inhibir la proliferacion celular e
inhibir metastasis. Por lo anterior, hipotetizamos que la a-mangostina puede inhibir
la proliferacion de células de cancer de mama y a la vez sinergizar los efectos
antineoplésicos del 5-fluorouracilo. Objetivo: Evaluar el efecto antiproliferativo per
se de la a-mangostina, asi como en combinacion con el 5-fluorouracilo en un
panel de lineas celulares de cancer de mama con distinto perfil de expresion
molecular. Materiales y métodos: Se utilizaron las células T-47D (receptor de
estrogenos +, RE+), MBCDF (HER-2/neu +), SUM-229PE (triple negativo, TN),
MBCDF-D5 (TN) y HCC-1806 (TN). El efecto antiproliferativo de la a-mangostina
(0-8 uM) y del 5-fluorouracilo (0-6 puM) se evalu6 mediante el ensayo de
sulforrodamina B (SRB). Las concentraciones inhibitorias (CI) al 20% y 50% se
calcularon a partir de las curvas de concentracion-respuesta de cada compuesto
mediante analisis de regresién logistica no lineal, se llevaron a cabo estudios de
combinacion y se calculo el indice de combinacion (IC). Mediante citometria de
flujo se determind el efecto de los tratamientos en la distribucion del ciclo celular y

se evalud la toxicidad de la a-mangostina en células no neoplasicas mediante la



técnica de XTT. Resultados: La a-mangostina y el 5-fluorouracilo inhibieron la
proliferacion de las lineas celulares de cancer de mama de manera dependiente
de la concentracion; interesantemente, el mayor efecto se observo en las células
TN. Con base en las CI, se desarrollaron los estudios de combinacién y se
determind el IC, el cual indicé sinergismo en la mayoria de las lineas celulares de
cancer de mama. En lo referente al ciclo celular, con los esquemas de
combinacion evaluados se observd muerte celular en mayor proporcion que la
monoterapia. Ademas, se determind que la a-mangostina no ejerce efectos
toxicos en células no neoplasicas Conclusion: La a-mangostina puede ser un
excelente candidato como tratamiento adyuvante de la quimioterapia convencional
y ofrece una alternativa terapéutica plausible y aplicable para el manejo del cancer

de mama.



Abstract

Introduction: Breast cancer is the most common malignancy in the female
population of reproductive age, it is the leading cause of death due to neoplastic
disease. Although 5-fluorouracil is conventionally used as a chemotherapeutic
agent for the treatment of this neoplasm, it offers limited benefits to patients due to
high toxicity and acquired chemoresistance. Therefore, the need to develop a
therapeutic strategy that increases the pharmacological effects and reduces the
toxic effects of chemotherapy is evident; accordingly, their combination with natural
compounds with antineoplastic activity may be useful since they cause few side
effects. Recent studies have shown that the a-mangostin has potent antineoplastic
effects, including promoting apoptosis, inhibiting cell proliferation and metastasis.
Therefore, we hypothesize that a-mangostin can inhibit the proliferation of breast
cancer cells and at the same time synergize the antineoplastic effects of 5-
fluorouracil. Objective: To evaluate the antiproliferative effect of a-mangostin
alone and in combination with 5-fluorouracil in a panel of breast cancer cell lines
with different molecular profile. Materials and methods: T-47D (RE +), MBCDF
(HER-2 / neu +), SUM-229PE (triple negative, TN), MBCDF-D5 (TN) and HCC-
1806 (TN) cells were used. The antiproliferative effect of a-mangostin (0-8 uM) and
5-fluorouracil (0-6 pM) was assessed by the sulforhodamine B (SRB) assay.
Inhibitory concentrations (IC) at 20% and 50% were calculated from the
concentration-response curves of each compound by non-linear logistic regression
analysis, combination studies were carried out and the combination index (Cl) was
calculated with the formula of Chou-Talalay. The effect of the treatments on the cell
cycle distribution was determined by flow cytometry and the toxicity of a-mangostin
in non-neoplastic cells was evaluated using the XTT technique. Results: The a-
mangostin and 5-fluorouracil inhibited the proliferation of breast cancer cell lines in
a dose-dependent manner; interestingly, the greatest effect was observed in the
TN cells. The combination of a-mangostin and 5-fluorouracil was more effective to

inhibit cell proliferation than the monotherapy and based on the CI the



antiproliferative effect in the most of the breast cancer cell lines was synergistic.
Regarding the cell cycle, the combination of a-mangostin with 5-fluorouracil
induced a higher percentage of cells in SubGl phase when compared to
monotherapy. In addition, it was determined that a-mangostin does not exert toxic
effects in non-neoplastic cells Conclusion: The a-mangostin can be an excellent
candidate for adjuvant treatment of conventional chemotherapy and offers a
plausible and applicable therapeutic alternative for the management of breast

cancer.



1. Introduccion

El cancer es una enfermedad heterogénea causada en gran parte por
anomalias en el genoma y el epigenoma (Berdasco and Esteller, 2010), dichas
anomalias conducen a las células a un cambio en su estructura, funcion y ciclo
celular, lo que conlleva al desarrollo de células neoplasicas, las cuales comparten
diferentes caracteristicas fundamentales, como son: 1) autosuficiencia en las
sefales de crecimiento, 2) insensibilidad a las sefiales de anti-crecimiento, 3)
evasion de la apoptosis, 4) promocion de la angiogénesis, 5) replicacion ilimitada,
6) invasion de tejido y metastasis, 7) desregulacion energética y 8) evasion del
sistema inmunolégico, ademas reconocen la promocion de la inflamacion, e
inestabilidad gendmica y mutacional como caracteristicas habilitadoras del
entorno, las cuales conducen al desarrollo de estas caracteristicas fundamentales
(figura 1). La convergencia de estos procesos biolégicos conlleva a la iniciacion,
promocion y progresion de enfermedades neoplasicas (Hanahan and Weinberg,
2011). Las enfermedades neoplasicas son de las primeras causas de muerte a
nivel mundial y en el 2018 se le atribuyeron 9.55 millones de defunciones
(Globocan, 2018, https://gco.iarc.fr/, fecha de consulta 17 de junio de 2019). De los
diferentes tipos de cancer, el de mama es la neoplasia maligna mas comun en la
poblacion femenina en edad reproductiva y constituye la primera causa de
defuncion por enfermedad neoplasica tanto en México como en el mundo (Knaul
et al., 2009).
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Figural. Caracteristicas fundamentales del cancer. La célula pierde caracteristicas propias de
su tejido de origen, asi como funciones bésicas y desarrolla un microambiente favorecedor para la
proliferacion celular. Hannahan y Weinberg postulan que para que una neoplasia se desarrolle las
células tienen que estimular su crecimiento, resistir a sefiales inhibitorias, evadir apoptosis, tener
potencial replicativo ilimitado, poseer la capacidad de generar nuevos vasos sanguineos, la
habilidad de invadir y migrar a otros tejidos, promover un ambiente pro-inflamatorio, haber
desarrollado una desregulacién metabdlica con aumento de la demanda de glucosa, tener una
tasa de mutaciones superior al promedio y ademas deben de ser capaces de evadir al sistema
inmunoldgico. Tales caracteristicas son conocidas como caracteristicas fundamentales del cancer.
Adaptado de: (Hanahan and Weinberg, 2011).

1.1. Cancer de mama

El cancer de mama ocurre cuando un grupo de células de la glandula
mamaria crece descontroladamente e invade al tejido aledafio hasta formar un
nddulo mamario o tumoracion. La aparicion de nédulos en la glandula mamaria se
debe en gran porcentaje a condiciones benignas, siendo mas frecuentes los
fibroadenomas, los quistes mamarios, los lipomas, las placas fibrosas y la necrosis
grasa; sin embargo, en algunos casos el nédulo palpable en la glandula mamaria
es cancer, capaz de invadir tejido y promover metastasis (Medina-Franco, 2012).



1.2. Incidencia y mortalidad del cancer de mama

En nuestro pais el 46% de las mujeres afectadas con cancer de mama lo
presentan antes de los 50 afios. Esto contrasta con lo observado en Estados
Unidos, donde la edad promedio en la que se presenta esta enfermedad es de 63
afos y en paises europeos, la mayor incidencia es en mujeres postmenopausicas

(Rodriguez-Cuevas et al., 2001).

De acuerdo a las estadisticas de Globocan 2018, a nivel mundial se
registraron 2,088,849 nuevos casos de cancer de mama y 626,676 defunciones
(figura 2, panel superior). En México se reportaron 27,283 nuevos casos y 6,884
defunciones (figura 2, panel inferior) que representa una razén de mortalidad-
incidencia del 25.23% (Globocan, 2018, https://gco.iarc.fr/, fecha de consulta 17 de
junio de 2019). Si bien, la incidencia de cancer de mama es mayor en paises
desarrollados, la mortalidad por dicho cancer es mas elevada en paises en vias de
desarrollo como México (de la Vara-Salazar et al.,, 2011). Lo anterior en
comparacion con lo observado en Estados Unidos, cuya incidencia fue de 232,714
nuevos casos y 43,909 defunciones con una razén mortalidad-incidencia de 18.5%
(Globocan, 2018, https://gco.iarc.fr/, fecha de consulta 17 de junio de 2019).

Tanto la incidencia como la mortalidad por carcinoma mamario han
mostrado a nivel mundial una tendencia creciente. En México, a partir del 2006 el
riesgo de morir por cancer de mama aumenté en comparacion al riesgo de morir
por cancer cervicouterino, constituyendo la primera causa de defuncion por
enfermedad neoplasica en la poblacion femenina en edad reproductiva (Knaul et
al., 2009; de la Vara-Salazar et al., 2011).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de neoplasias en la poblacién femenina a nivel mundial y
en México. Entre paréntesis se indica el porcentaje de incidencia o mortalidad con respecto al total
de neoplasias. El cancer de mama se denota en color rosa. Adaptado de: Globocan, 2018,
https://gco.iarc.fr/, fecha de consulta 17 de junio de 2019).

Una vez detectada la neoplasia, se determina el estadio clinico en el que
ésta se encuentra con base en el tamafio del tumor, la invasion a ganglios y el
ndamero de metastasis; ademas, se establece la clasificacion anatomica del cancer
de mama (Trujillo-Zamudio et al., 2006; Edge and Compton, 2010).

1.3. Clasificacion anatoémica del cancer de mama

El cancer de mama se clasifica de acuerdo a la region de la glandula

mamaria que se ve afectada, en ductal o lobulillar (Bharat et al., 2009).



1.3.1. Carcinoma ductal

El carcinoma ductal es el mas frecuente, representa aproximadamente el
80% de los casos de cancer de mama y comienza en las células epiteliales de los
conductos galactoforos, encargados de conducir la leche desde los lobulillos hasta
el pezdén. Este tipo de carcinoma puede ser ductal in situ o ductal invasivo
(Brandan and Villasefior-Navarro, 2006). El carcinoma ductal in situ (CDIS) se
encuentra confinado a la capa basal y conforme avanza la neoplasia las células
van perdiendo diferenciacion, por lo que un CDIS de bajo grado (bien diferenciado)
puede progresar a un CDIS de alto grado (13 al 15 %) (Hong et al., 2018), y este
eventualmente se transformara en un CDIS con micro invasion y mas tarde a
carcinoma ductal invasivo (CDI) que ha invadido tejido préximo (Trujillo-Zamudio
et al., 2006; Lee et al., 2012).

1.3.2. Carcinoma lobulillar

El carcinoma lobulillar es el segundo tipo de cancer de mama mas frecuente
con una incidencia del 10% aproximadamente. Este tipo de cancer se desarrolla
en los lobulillos (encargados de la produccion de la leche) y puede presentarse
como carcinoma lobulillar in situ (CLIS), el cual se encuentra confinado a la
membrana basal, o carcinoma lobulillar invasivo (CLI) que es el que ya invadi6
tejido aledafio (Lee et al., 2012).

Ademas de la clasificacion anatémica se establece la clasificacion molecular del
cancer de mama de acuerdo al perfil de expresion molecular que presentan las

células neopléasicas.

1.4. Clasificacion molecular del cancer de mama

El andlisis del perfil genético de una larga serie de tumores de mama
establecié que existen principalmente cuatro diferentes tipos moleculares de esta

neoplasia, donde la presencia de receptores hormonales ocupa un papel clave



para dicha clasificacion (Sorlie et al., 2001; Zepeda-Castilla et al., 2008; Schnitt,
2010; Anderson et al., 2014; Esparza-Lopez et al., 2017).

Existen tumores de mama receptor de estrégenos positivo (RE+) y receptor
de estrégenos negativo (RE-), como se muestra en la tabla 1. Los tumores RE+
tienen un patron que concuerda con el componente epitelial luminal de la glandula
mamaria, de donde deriva su nombre y dentro de los cuales se encuentran el
cancer de mama luminal A y luminal B. Dentro de los tumores RE- se encuentran
los de tipo basal o triple negativo (TN) y aquellos positivos al receptor tipo 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (HER-2/neu) (Zepeda-Castilla et al.,
2008).

Tabla 1. Clasificacion molecular del cancer de mama

Subtipo Inmunofenotipo
RE+ Luminal A RE+, RP+, baja expresion de Ki-67 (<14%)
Luminal B Luminal HER-2/neu +: RE + y/o PR + y HER-2/neu +

y bajo Ki67 (> 14%)
Luminal HER-2/neu -: RE + y/o PR +, HER-2/neu -y
alto Ki67 (< 14%)

RE- Triple negativo RE-, PR-, HER-2/neu -, y CK5/6 y/o EGFRH+,
disfuncion de la via BRCAL y mutaciones en p53.
HER-2/neu RE-, RP-, HER-2/neu +

Dénde: Receptor de estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP), receptor tipo 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER-2/neu), receptor tipo 1 del factor de crecimiento
epidérmico humano (EGFR), Ki-67 (proteina que promueve proliferacién celular), citoqueratina
(CK), breast cancer 1 (BRCAL, de sus siglas en inglés). Los simbolos + y — indican presencia o
ausencia de la proteina, respectivamente. Existen 2 tipos de luminal B, uno con presencia de
HER-2/neu y baja expresion de Ki-67, y el otro tipo carente de HER-2/neu y alta expresion de Ki-
67 (Adaptado de Schnitt et al., 2010).
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1.4.1. Cancer de mama luminal A

El cancer de mama luminal A es el mas frecuente, corresponde al 67% de
todos los tumores. Este tipo de cancer muestra alta expresion de genes que
codifican para el RE y receptor de progesterona (RP). No expresa al HER-2/neu y
muestra baja expresion del marcador de proliferacion Ki-67 (Zepeda-Castilla et al.,
2008; Anderson et al., 2014; Kohler et al., 2015).

1.4.2. Cancer de mama luminal B

Existen dos subtipos de tumores mamarios clasificados como luminal B, el
primer subtipo expresa los marcadores moleculares de RE, RP y HER-2/neu. No
obstante, la mayoria de estos tumores presenta bajos niveles de expresion de
receptores hormonales, alta expresion de Ki-67 (< 14%) y sus células estan poco
diferenciadas; mientras que el segundo subtipo no expresa HER-2/neu, presenta
bajos niveles de expresion de receptores hormonales y baja expresion de Ki-67 (>
14%) (Schnitt, 2010; Anderson et al., 2014; Kohler et al., 2015).

1.4.3. Cancer de mama triple negativo (TN)

El cancer de mama de tipo basal representa al 23% de los casos de cancer
de mama en México y es nombrado asi debido a que tiene un patrén de expresion
similar a las células epiteliales basales y microepiteliales normales del tejido
mamario. También se conoce como triple negativo (TN) ya que no expresa genes
que codifican para los RE, RP o al HER-2/neu. Este subtipo se asocia mas con
alta expresion de citoqueratinas 5/6 y 17, expresion del receptor tipo 1 del factor
de crecimiento epidérmico humano (EGFR), tirosina cinasa del epitelio mamario
(C-kit), factores de crecimiento de hepatocito e insulina, calponina 1, caveolina y
laminina (Sorlie et al., 2001, Schnitt, 2010) . También presentan disfuncion de la
via BRCA1 y mutaciones en p53 (Sorlie et al., 2001; Zepeda-Castilla et al., 2008;

Anderson et al., 2014; Kohler et al., 2015). Este subtipo de cancer de mama por
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ser TN no es susceptible a tratamientos dirigidos convencionales; no obstante,
presenta alta sensibilidad a la quimioterapia (Zepeda-Castilla et al., 2008).

1.4.4. Cancer de mama HER-2/neu

Este subtipo de cancer de mama sobre expresa los genes ERBB2 y GRB7,
que codifican para el receptor HER-2/neu y para la proteina adaptadora 7 que
interactla con receptores tirosina cinasa. Este tipo de cancer puede ser positivo o
no al RE y sobre expresa al gen que codifica para Ki-67 (Anderson et al., 2014;
Kohler et al., 2015)

Actualmente, el diagnéstico del cancer de mama es cada vez mas preciso,
lo que permite seleccionar a las pacientes para uno u otro tratamiento basandose

en el perfil de expresion molecular de cada tumor en particular.
1.5. Tratamiento del cancer de mama

El tratamiento del cancer de mama abarca procedimientos locales y
sistémicos. Los locales son la cirugia y la radioterapia; mientras que la
quimioterapia, la terapia inmunoldgica y la terapia hormonal constituyen los
tratamientos sistémicos y se utilizan de forma complementaria a los métodos

locales.
1.5.1. Tratamiento local

En los estadios tempranos del cadncer de mama, la cirugia es el tratamiento
fundamental y asociado a la radioterapia pueden controlar la enfermedad en la
mayoria de los casos (Imigo et al., 2011). Dependiendo del estadio de la
neoplasia, la cirugia puede ser de tipo conservadora o radical (extirpacion
completa de la glandula mamaria). En lo que respecta a la radioterapia, ésta es
crucial para pacientes con cancer de mama a las que se les practico cirugia
conservadora y para aquellas con enfermedad metastasica (Chavarri-Guerra et al.,
2012).
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1.5.2. Tratamiento sistémico

El tratamiento sistémico puede ser de tipo hormonal y/o con agentes
quimioterapéuticos. En lo referente al tratamiento hormonal, éste se basa en la
expresion de receptores hormonales. Para el tratamiento del cancer de mama
RE+, el tamoxifeno y el fulvestrant son los farmacos mas comunes y efectivos; sin
embargo, en nuestro pais solo el 57% de los tumores de mama expresan al RE,
mas del 50% de éstos pierden su expresion en tumores recurrentes y alrededor de
un tercio de los tumores metastasicos RE+ desarrollan resistencia al tamoxifeno.
Por otro lado, pacientes cuyos tumores sobre expresan al HER-2/neu responden
eficazmente a la terapia con anticuerpos anti-HER-2/neu, como lo es el

trastuzumab (Chavarri-Guerra et al., 2012).

Desafortunadamente en nuestro pais, aproximadamente el 23% de las
pacientes con cancer de mama no expresan los receptores hormonales ni al
receptor HER-2/neu, dichos tumores denominados triple negativos, son
considerados agresivos, metastasicos, de pobre prondéstico y las opciones de
tratamiento se limitan al uso de la quimioterapia (Cheang et al., 2008; Chavarri-
Guerra et al., 2012).

1.5.2.1. Agentes quimioterapéuticos

La quimioterapia se refiere al tratamiento farmacoldgico de enfermedades
neoplasicas a través de productos quimicos, esta indicada en pacientes de alto
riesgo, cuando las neoplasias no son accesibles a la extirpacién quirargica o
cuando se encuentran diseminadas en forma de metastasis. Ademaés, se
administra como complemento de la terapia hormonal, de la terapia inmunoldgica,
de la intervencion quirargica y de la radioterapia con el objetivo de atacar las
micrometastasis. La funcion de los agentes quimioterapéuticos es causar una
lesion citotéxica letal que interfiera con las capacidades necesarias para el
crecimiento y la progresién tumoral, impidiendo asi la replicacion de las células

neoplasicas en cualquier parte del cuerpo. Lo ideal es que estos farmacos solo
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interfieran con los procesos celulares unicos de las células malignas; sin embargo,
la mayoria de los agentes quimioterapéuticos no reconocen de manera especifica
a las células neoplasicas, sino que mas bien afectan todas las células del
organismo que proliferan, tanto normales como anormales, limitando su uso dado

sus efectos secundarios no deseados (Moo et al., 2018).

En el sistema de salud mexicano se utilizan principalmente dos esquemas
de quimioterapia para combatir el cAncer de mama; el empleado por el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), que administra 8 ciclos de politerapia,
compuesta por 5-fluouracilo, epirrubicina y ciclofosfamida. Mientras que el del
Seguro Popular, se basa en el estandar internacional de 4 ciclos de 5-
fluorouracilo, doxorrubicina y ciclofosfamida, seguida de 12 dosis semanales de
paclitaxel (Chavarri-Guerra et al., 2012). Con base en lo anterior, el 5-fluorouracilo

es ampliamente utilizado para el tratamiento del cancer de mama.

1.5.2.1.1. 5-Fluorouracilo

El 5-fluorouracilo es un analogo de las bases nitrogenadas timina y uracilo (figura
3), las cuales participan en la formacion de los nucleétidos naturales timidilato y

uridilato, respectivamente.

0 NH, Figura 3. Estructura del 5-fluorouracilo y de las pirimidinas.
Las bases nitrogenadas timina, citosina y uracilo tienen como
AN
| NH | N estructura base al anillo de pirimidina, por lo que son
N/& /g consideradas bases pirimidinicas. En lo referente al 5-
H @] N (@)
H fluorouracilo y con base en su estructura, este se clasifica como
Timina Citosina ; L . . . p
analogo de la timina y del uracilo, cuya diferencia es un atomo
O O de fldor en la posicién C5. El 5-fluorouracilo actia como falso
F NH NH metabolito en la sintesis de nucledtidos pirimidinicos lo que
| /& | /& genera  &cidos nucleicos inestables. Adaptado de
H 0 H O https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/f6627?lang
=es&region=MX, fecha de acceso 06 de febrero del 2019.
5-Fluorouracilo Uracilo
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Este agente quimioterapéutico actia como falso nucleétido, promueve la
formacién de floxuridilato (trifosfato de floxuridina) y fluorodesoxiuridilato (trifosfato
de fluorodesoxiuridina), nucledtidos no naturales que se incorporan en el RNA y
DNA, generando 4&cidos nucleicos inestables; o bien, ejerce su efecto
antineopléasico al inhibir la actividad de la enzima timidilato sintasa. EI mecanismo
de accion se describe en la Figura 4 (Brunton et al., 2006; Parker, 2009).

1 5
«— FUR «— FUMP — FUDP — FUTP —>RNA
S5-fluorouracilo

(5-FU) 3
ey = 1 Fosforilasa de uridina
Dihidro 5-FU O (PRPP) 2 Fosforilasa de timidina
F 6 3 Fosforribositransferasa
\ NH Inibidor de 4C!nasa de tIn_1I<_:IIna
| sintasa de 5 Cinasa de uridina
7 /& timidilat 6 Reuctasa de ribonucleétido
N o imidiiato 7 Deshidrogenasa de dihidroprimidina

v

'2\‘FUdR4—>FdUMP4—erUDP—> FdUTP —> DNA
4

H

Figura 4. Mecanismo de accién del 5-fluorouracilo. El 5-fluorouracilo (5-FU) debe convertirse en
el nucleétido correspondiente a fin de ejercer su actividad citotéxica. El 5-FU puede convertirse en
fluorouridina (FUR) por la fosforilasa de uridina (1), y luego en monofosfato de floxuridina (FUMP)
por la cinasa de uridina (5) o reaccionar directamente con el foforribosil pirofosfato (PRPP) para
formar FUMP, el cual se puede di o trifosfatar e incorporar en el RNA como falso trifosfato de
uridina (UTP). ElI 5-FU también puede convertirse por la fosforilasa de timidina (2) en
fluordesoxiuridina (FUdR) y a continuacién por la cinasa de timidina (4) en monofosfato de
fluordesoxiuridina (FAUMP), cuya interaccion con la timidilato sintasa (TS) bloquea la sintesis de
trifosfato de timidina (TTP), un constituyente necesario del DNA. Al parecer, la incorporaciéon de
fluordesoxiuridilato, desoxiuridilato o ambos, en el DNA iniciara la accidon del proceso de
reparacion, lo que puede dar por resultado la rotura de la cadena de DNA, ya que se requiere TTP,

pero no hay como resultado de la inhibicién de la TS. Adaptado de (Brunton et al., 2006).
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Para el tratamiento del cancer de mama, la dosis de 5-fluorouracilo es de
500-600 mg/m? de superficie corporal como bolo intravenoso y se repite cada 3-4
semanas segun sea necesario y normalmente es de 6 ciclos (Agencia Espafiola
de Medicamentos y Productos Sanitarios,
https://cima.aemps.es/cima/pdfs/es/ft/71868/71868 ft.pdf, fecha de consulta 12
julio de 2019). El 5-fluorouracilo exhibe efectos secundarios que afectan

considerablemente la calidad de vida de las pacientes, los primeros sintomas
indeseables se observan en el sistema gastrointestinal, e incluyen nauseas,
vomitos, ulceraciones mucosas en la totalidad del tubo digestivo que pueden
originar hemorragia gastrointestinal, mucositis, diarrea fulminante, choque vy
muerte. También el 5-fluorouracilo, exhibe accién mielosupresora que incluye
neutropenia, trombocitopenia, leucopenia, agranulocitosis, pancitopenia y anemia,
lo que incrementa el riesgo de padecer infecciones. Es muy frecuente observar
alopecia, alteraciones en las ufias, dermatitis, asi como aumento de la
pigmentaciéon y atrofia de la piel. Ademas, puede ocurrir el sindrome de
eritrodisestesis palmo-plantar (sindrome mano-pie), que consiste en eritema,
descamacion, dolor y sensibilidad al tacto de las palmas de las manos y las
plantas de los pies. Asimismo, se han publicado manifestaciones neuroldgicas,
como sindrome cerebeloso agudo y mielopatia; o bien, pueden surgir trastornos
cardiacos, en particular anomalias isquémicas en el electrocardiograma, angina de
pecho como dolor toracico agudo, arritmias, infarto al miocardio, isquemia del
miocardio, miocarditis, insuficiencia cardiaca, miocardiopatia dilatada y choque
cardiaco principalmente, aumentando con ello la morbi-mortalidad del paciente.
(Stein et al., 1995; Grem, 1997; Focaccetti et al., 2015) (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios,
https://cima.aemps.es/cima/pdfs/es/ft/71868/71868 ft.pdf, fecha de consulta 12
julio de 2019). Ademas de la alta toxicidad del 5-fluorouracilo, también se puede

generar quimioresistencia, la cual es proporcional a la dosis y al tiempo de
exposicion al farmaco; los mecanismos mediante los cuales esto ocurre incluyen

pérdida o disminucion de la actividad de las enzimas necesarias para la activacion
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del farmaco, amplificacion de la timidilato sintasa o mutacion a una forma que no

es inhibida por el monofosfato de fluorodesoxiuridina (Brunton et al., 2006).

La quimioterapia en general ha sido aplicada por muchos afios; no
obstante, ofrece beneficios limitados a las pacientes debido a la alta toxicidad y a
la quimioresistencia adquirida; sin embargo, su uso es imprescindible, sobre todo
en aquellas pacientes que no se benefician de una terapia dirigida.

Por otra parte, compuestos naturales con actividad antineoplasica pueden
fungir como agentes coadyuvantes de la quimioterapia tradicional, con el fin de
satisfacer una necesidad critica referente a la toxicidad del tratamiento, asi como
de incrementar el efecto antineoplasico, disminuir las dosis y con ello los efectos

secundarios y el desarrollo de resistencia.

1.6. Compuestos naturales como agentes adyuvantes de la quimioterapia

convencional

Al respecto, muchas plantas tienen actividades bioldgicas interesantes con

aplicaciones terapéuticas potenciales, como lo es el mangostan.

1.6.1. Mangostan

El mangostan (Garcinia Mangostana Linn), es un arbol cultivado en el
bosque tropical de algunas naciones del Sureste de Asia cuya fruta, pericarpio,
hojas y corteza han sido usadas como medicina tradicional por cientos de afios
para el tratamiento de artritis, cistitis, eczema, fiebre, dolor abdominal, estomatitis,
diarrea, disenteria, afecciones genito-urinarias, prurito, heridas infectadas,
supuracién y ulceras crénicas. Las xantonas el principal componente del

mangostan han sido implicadas en tales efectos (Akao et al., 2008).
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1.6.2. Xantonas

Las xantonas, una familia de polifenoles isoprenilados triciclios (figura 5) exhiben
gran variedad de propiedades farmacoldgicas (Pedraza-Chaverri et al., 2008;
Gutierrez-Orozco and Failla, 2013) como efectos antioxidantes (Marquez-Valadez
et al., 2009; Pedraza-Chaverri et al., 2009), antialérgicos (Chairungsrilerd et al.,
1996), antivirales (Choi et al.,, 2014; Tarasuk et al.,, 2017), antifungicos
(Kaomongkolgit et al., 2009), antibacteriales (linuma et al., 1996; Sivaranjani et al.,
2017), antiinflamatorios (Bumrungpert et al., 2010; Gutierrez-Orozco et al., 2013) y
anticancerigenos (Akao et al.,, 2008), tales propiedades se asocian con su
estructura triciclica, pero varian dependiendo de la naturaleza y/o posicion de los
diferentes sustituyentes (Akao et al., 2008; Pedraza-Chaverri et al., 2008). En la
naturaleza han sido descritas 1000 xantonas y aproximadamente 55 de éstas se
han aislado del pericarpio del mangostan; no obstante, las mas abundantes son la
a- mangostina, garcinona D, y-mangostina, garcinona C, garcinona E, 1,6-
dihidroxi-metoxi-dimetil-piranona, 8-deoxigartanina, gartanina, p-mangostina, y
tovifilina B (tabla 2) (Pedraza-Chaverri et. al., 2008, Chitchumroonchokchai et al.,
2012). En particular la a- mangostina es la Unica xantona que se detecta en suero
después de la ingesta de 60 mL de jugo del mangostan (Chitchumroonchokchai et
al., 2012).

OCH,

OH O OH

a-mangostina B-mangostina

Gartanina Garcinona E 8-deoxygartanina

Figura 5. Estructura quimica de algunas de las xantonas mas abundantes aisladas del
pericarpio del mangostan. Adaptado de: (Shan et al., 2011).
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Tabla 2. Xantonas presentes en el jugo del mangostan

Xantona Abundancia (%)
a- mangostina 59.9
Garcinona D 10.2
y- mangostina 6.5
Garcinona C 55
Garcinona E 51
1,6-dihidroxi-metoxi-dimetil-piranona 3.6
8-Deoxigartanina 3.1
Gartanina 2.8
B- mangostina 2.3
Tovofillin B 11

En la tabla se muestran algunas de las xantonas contenidas en el jugo del mangostan asi como
el porcentaje en el cual se encuentran presentes. Adaptado de: (Chitchumroonchokchai et al.,
2012).

En lo referente al potencial antineoplasico de las xantonas, éste se ha
observado en células de leucemia (Matsumoto et al., 2003), feocromocitoma (Sato
et al., 2004), glioblastoma (Chao et al., 2011), osteosarcoma (Krajarng et al.,
2012), melanoma (Xia et al., 2016), cancer de colon (Nabandith et al., 2004),
cancer de préstata (Johnson et al., 2012), cancer de pancreas (Lei et al., 2014;
Verma et al., 2016; Kim et al.,, 2017), cancer de pulmén (Phan et al.,, 2018),
carcinoma hepatocelular (Ho et al., 2002), carcinoma epidermoide de boca
(Fukuda et al., 2017), adenocarcinoma gastrico (Shan et al., 2014), cancer de
ovario (Ittiudomrak et al., 2019), cancer cervicouterino (Perez-Rojas et al., 2016; El
Habbash et al., 2017; Lee et al., 2017) y cancer de mama (Moongkarndi et al.,
2004; Shibata et al., 2011; Kurose et al., 2012; Scolamiero et al., 2018).
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1.6.3. a-mangostina y cancer de mama

En lo referente al cancer de mama, existen multiples estudios en los que se
han evidenciado que la a-mangostina interviene en procesos implicados en la
prevencion del cancer de mama, jugando un papel oncoprotector y antineoplasico
En células SK-BR-3 el extracto metandlico del pericarpio de la fruta del mangostan
inhibe la proliferacion celular de una manera dependiente de la concentracion con
una Clso de 9.25+0.64 pg/mL (Moongkarndi et al., 2004). Jung y colaboradores en
el 2006 determinaron que la a-mangostina (Clso=1 pg/mL; 2.44 uM) inhibe la
formacién de lesiones preneoplasicas de un cultivo de glandula mamaria de ratén
inducidas por 7,12 dimetilbenzoantraceno (Jung et al., 2006). En las células BC-1
la a—mangostina (Clso = 0.92 pg/mL; 2.24 uM), exhibe el efecto citotoxico mas
potente, en comparacion a otras xantonas e incluso la actividad citotdéxica es
mayor que el farmaco estandar elipticina (Clso = 1.46 pg/mL) (Suksamrarn et al.,
2006). En células BJMC3879 la a-mangostina inhibe la viabilidad celular de
manera dependiente de la concentracion (0-18 uM), incrementa el niamero de
células en la fase G1, suprime el numero de células en las fases S y G2/M y
muestra un incremento significativo de células apoptéticas, lo cual se correlacion6
con el incremento de la actividad de las caspasas 3, 9 y 8 (con 8 uyM de a-
mangostina) y una disminucién en el potencial de membrana mitocondrial (Shibata
et al., 2011). En células T-47D, la a-mangostina inhibe la proliferacion celular,
promueve la fragmentacioén del DNA, la condensacion nuclear, el aumento de las
caspasas 3y 9, disfunciéon mitocondrial, liberacion del citocromo C, disminucién de
la fosforilacion del RE, HER-2/neu, PI3K, Akt y ERK1/2, y un aumento en la
fosforilacion de JNK1/2 y p38. Lo anterior indica que la a-mangostina induce
apoptosis e inhibe la proliferacion celular asociada con las vias de sefalizacion de
HER-2/neu/PI3K/Akt y MAPK (Kritsanawong et al., 2016). En las células MCF-7
(RE+) y MDA-MB-231 (RE-), la a-mangostina (Clso= 3.57 uyM y 3.35 pM,

respectivamente) disminuye la viabilidad celular de manera dependiente de la
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concentracion a las 24 horas de tratamiento. Lo anterior se debe a que este
fitofarmaco suprime la expresion y actividad de la enzima &cido graso sintasa
(FAS), la cual es requerida para la sintesis de novo de los acidos grasos
intracelulares, necesarios para multiples procesos como la proliferacion celular (Li
et al., 2014). La a-mangostina también induce la apoptosis al incrementar los
niveles del producto de escision de poli ADP ribosa polimerasa (PARP) y
aumentar la expresion de proteinas proapoptoéticas de la familia Bcl-2 (Li et al.,
2014; Kritsanawong et al., 2016). Por el contrario, Won y colaboradores mostraron
que la linea celular MDA-MB-231 solo fue sensible a altas concentraciones de a-
mangostina (10 pM), por lo que sugieren que el RE es requerido para que la
xantona inhiba el crecimiento celular (Won et al., 2014), lo cual difiere de lo
observado por Li y colaboradores (Li et al, 2014). Particularmente, en células
hormonodependientes (SK-BR-3), la a-mangostina (Cls0=20.66 pM) inhibe el
crecimiento celular al disminuir la actividad de la aromatasa, la cual es requerida
para la sintesis de estrogenos y la via principal para la proliferacion de este
fenotipo (Balunas et al., 2008). Considerando lo anterior, existe clara controversia
con respecto al efecto antiproliferativo de las xantonas en células

hormonodependientes y no hormonodependientes, lo cual necesita ser clarificado.

En lo referente a los estudios in vivo, el extracto de panaxantona (a-
mangostina 75-85% y y-mangostina 5-15%) a 2500 y 5000 ppm suprime el
crecimiento tumoral y metastasis en ratones xenoinjertados con BJMC3879, linea
celular altamente metastasica (Doi et al., 2009). Al xenoinjertar la linea celular
modificada BJMC3879-Luc2 (altamente metastasica y con mutaciéon en p53), la a-
mangostina (10 mg/kg/dia) administrada en la dieta, también disminuye el volumen
tumoral asi como el nUmero de metéstasis a nddulo linfatico y pulmén (Shibata et
al., 2011).

Por otra parte, estudios recientes han puntualizado que los fitoquimicos
incluidos en los vegetales y frutas podrian modular la eficacia de farmacos

antineoplasicos y el metabolismo de estos.
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1.6.4. Xantonas en combinacién con agentes antineoplasicos

Existen diversos estudios donde se ha probado la combinacién de la a-
mangostina con agentes antineoplasicos, concluyendo que la combinacion inhibe

en mayor medida la proliferacion con respecto a la monoterapia.

Al respecto, la combinacion de a-mangostina con agentes antineoplasicos
inhiben la proliferacion en mayor medida que la monoterapia en: células de cancer
de colon DLD-1 [a-mangostina (2.5 yM) y S5-fluorouracilo (2.5 uM)] (Akao et al.,
2008), células de céncer cervicouterino HeLa [a-mangostina (1.6 pM) mas cis-
platino (1.3 uM)] (Perez-Rojas et al., 2016), células de cancer de pancreas MIA
PaCa-2 [a-mangostina (8.71 uM) mas gemcitabina (28.95 pM)](Kim et al., 2017),
células de melanoma SK-MEL-2 [a-mangostina (8.14 pM) y sorafenib (3.61 pM)] y
SK-MEL-30 [a-mangostina (7.78 pyM) y sorafenib (3.91 uM)] (Xia et al., 2016).

Recientemente, Laksmiani publicé un estudio llevado a cabo en la linea
celular MCF-7, donde combiné el extracto etandlico del pericarpio del mangostan
(EEPM) con la doxorrubicina (agente guimioterapéutico para el tratamiento del
cancer de mama) y observd que dicha combinacion mejoré el efecto
antineoplasico del agente citotdéxico. Cuando las células se trataron con
doxorrubicina (750 nM) la viabilidad celular fue de ~94.89%, pero al combinarse
con el EEPM (22.5 ug/mL) disminuy6 drasticamente hasta 16.91% (Laksmiani,
2019).

Es necesario establecer una nueva estrategia terapéutica que represente
mayor probabilidad de éxito y menor frecuencia e intensidad de efectos
secundarios no deseados. Las xantonas pudieran actuar como agentes
coadyuvantes de la quimioterapia convencional, no obstante es necesario un

analisis farmacolégico que permita determinar la interaccion entre estos
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compuestos con la finalidad de discernir si el efecto en conjunto es de tipo
sinérgico, aditivo o antagonico. En referencia al cancer de mama, el uso per se de
la xantonas en el tratamiento de esta neoplasia o en combinacion con agentes
guimioterapéuticos, puede ser de suma utilidad para el manejo de la enfermedad,
no obstante, aln se requieren mas estudios preclinicos y clinicos. Con base en lo
anterior decidimos evaluar el efecto antineoplasico per se de la a-mangostina y en
combinacion con el agente quimioterapéutico 5-fluorouracilo en un panel completo
de lineas celulares representativas de los diferentes fenotipos moleculares de

cancer de mama.
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2. Justificacion

El cancer de mama representa un problema en materia de salud publica
dado que ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad en la poblacién
femenina tanto en México como en el mundo y su tratamiento tiene altos costos.
Con base en lo anterior, el cancer de mama representa un desafio en materia de
salud publica, por lo que resulta evidente la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias de prevencion y de tratamiento. Si bien la quimioterapia ha sido
utilizada por muchos afios, esta ofrece beneficios limitados a las pacientes debido
a la alta toxicidad; sin embargo, su uso es imprescindible sobre todo en aquellas
pacientes que no se benefician de una terapia dirigida y su Unica opcion de
tratamiento es el uso de estos agentes citotoxicos. El desarrollo de una nueva
estrategia terapéutica para el tratamiento del cancer es una de las areas mas
desafiantes en investigacion; sin embargo, lo que se busca en la clinica es dar a
las pacientes un coctel de medicamentos que permita incrementar el efecto
antineopléasico, disminuir las dosis e incidir sobre diversas vias de supervivencia
tumoral que podrian ser utilizadas por las células neoplasicas como opciones para

escapar al tratamiento.
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2, Hipotesis

La a-mangostina inhibira la proliferacion de células de cancer de mama
independientemente del fenotipo celular y sinergizara los efectos antineoplésicos
del agente quimioterapéutico 5-fluorouracilo.

25



3.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto antineoplasico de la a-mangostina per se o en combinacion con

el 5-fluorouracilo en un panel de células de cancer de mama con diferente perfil de

expresion molecular.

Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la a-mangostina y del 5-fluorouracilo per se en la
proliferacion de las lineas celulares de cancer de mama de T-47D
(RE+), MBCDF (HER-2/neu), SUM-229PE (TN), MBCDF-D5 (TN) y
HCC-1806 (TN).

Determinar las concentraciones inhibitorias al 20% (Clz0) y 50% (Clso) de
cada compuesto para inhibir la proliferacion celular.

Determinar la citotoxicidad de la a-mangostina en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donadores sanos.
Evaluar el efecto en conjunto de la a-mangostina con el 5-fluorouracilo
en la proliferacion celular.

Determinar el tipo de interaccién farmacolbgica entre la a-mangostina y
el 5-fluorouracilo (efecto sinérgico, aditivo 0 antagdnico).

Evaluar el efecto de la a-mangostina sola o en combinacién con el 5-

fluorouracilo en la progresion del ciclo celular.
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4. Metodologia

A continuacion, se describe la metodologia utilizada para el desarrollo del
presente proyecto.

5.1. Reactivos

Los medios de cultivo, suero fetal de bovino (SFB), Trizol® y los
oligonucledtidos para la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(QPCR) se adquirieron de Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Las sondas
moleculares, placas, sistema de retrotranscripcion (RT) y el kit de XTT (sal de 2,3-
Bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolo-5-caboxanilida) de Roche (Roche
Applied Science, Penzberg, UBA, DEU). Mientras que la a-mangostina y la
sulforrodamina B (SRB) se obtuvieron de SIGMA-ALDRICH (St Louis, MO, EUA).

5.2. Lineas celulares

Los experimentos se llevaron a cabo en lineas celulares de cancer de
mama T-47D (RE+), MBCDF (HER-2neu), MBCDF-D5 (TN), HCC-1806 (TN) y
SUM-229PE (TN). Las células T-47D, MBCDF, MBCDF-D5 y HCC-1806 se
cultivaron en el medio RPMI y las células SUM-229PE en medio HAM'S-F12.
Todos los medios se suplementaron con 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml
streptomicina y 5% de SFB inactivado; al medio de SUM-229PE, ademas, se le
adicionaron 5 pg/ml de insulina, 1 pg/ml de hidrocortisona y HEPES (10 mM).
Mientras que al medio de las células HCC-1806 ademas se le adicion6 2.5 mg/ml
de glucosa, 1.5 mg/ml de bicarbonato, HEPES (100 mM) y piruvato de sodio (100
mM). El mantenimiento celular, asi como los procedimientos experimentales se
llevaron a cabo a 37°C bajo atmosfera humeda, 5% de CO2 y 95% de aire. Las
células MBCDF y MBCDF-D5 fueron donadas por la Dra. Maria de Jesus Ibarra-
Sanchez y el Dr. José Esparza-Lopez del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran. Brevemente, el cultivo primario MBCDF se genero a

partir de explantes obtenidos de una mastectomia radical de una paciente
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diagnosticada con carcinoma ductal infiltrante en estadio IV con metéstasis 6sea
(Esparza-Lopez et al., 2013). De las células MBCDF se derivo una clona la cual se
nombré6 MBCDF-D5 (Esparza-Lopez et al., 2017). Las lineas celulares T-47D,
HCC-1806 y SUM-229PE fueron adquiridas de ATCC (Manassas, VA, EUA).

5.3. Estudios de proliferaciéon

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a razén de 500-1000
células por pozo, 24 horas después se adiciond el medio de tratamiento (DMEM
F12 con 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml streptomicina y 5% de SFB inactivado
tratado con carbon dextrédn) conteniendo el vehiculo (DMSO), la a-mangostina (el
intervalo de concentraciones evaluado en T-47D, MBCDF y SUM-229PE fue de
0.5 a 8uM, en MBCDF-D5 y HCC-1806 fue de 0.1 a 8uM) y el 5-fluorouracilo (el
intervalo de concentraciones evaluado en T-47D y MBCDF fue de 0.1 a 6uM, en
MBCDF-D5, HCC-1806 0.02-6uM y SUM-229PE fue de 0.02 a 6uM) o la
combinacion de ambos y se incubaron durante 6 dias. Al cabo de este tiempo, la
proliferacion celular se evalué mediante el ensayo colorimétrico basado en la SRB,
gue en condiciones acidas se fija selectivamente a los aminoacidos basicos de las
proteinas, proporcionando el indice del contenido de proteina celular. Brevemente,
las células se fijaron con acido tricloroacético (TCA) al 10% e incubaron por 1 hora
a 4°C, posteriormente se realizaron tres lavados con 100 pl de agua y una vez
secas las placas se adicioné la SRB (disuelta en acido acético al 0.057%), e
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. El colorante sin unir se eliminé
mediante tres lavados con &cido acético al 1%; mientras que el colorante unido a
las proteinas se extrajo de las células viables por agitacién con solucion alcalina
Tris base (10 mM, pH 10.5) (Skehan et al., 1990; Vichai and Kirtikara, 2006). La
densidad éptica del colorante disuelto se ley6 a 492 nm en un lector multimodal de
microplacas (Synergy HT, BioTek, VT, EUA). Los valores de absorbancia se
normalizaron con respecto al vehiculo, al cual se le dio arbitrariamente el valor de
100.
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5.4. Determinaciéon de la toxicidad de la a-mangostina en células

mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Las PBMC provenientes de donadores sanos, se aislaron del resto de las
células sanguineas por centrifugacion sobre gradiente de densidad Histopaque
1077 (SIGMA-ALDRICH), con previa separacion del plasma. El paquete globular
se diluyé con RPMI-1640 suplementado con 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml
streptomicina y 5% de SFB inactivado. Posteriormente, se centrifugd a 2200 rpm a
temperatura ambiente por 30 minutos. Una vez recuperado el anillo de PBMC de
la interfase las células se lavaron por centrifugacion. Las células se sembraron en
placas de 96 pozos a razén de 100,000 células/pozo, se adicion6 el medio AIM-V
(GIBCO-BRL) solo o conteniendo el vehiculo de la a-mangostina (DMSO), la a-
mangostina (1-8 uM) y la fitohemaglutinina (PHA, 2.5ug/mL) durante 72 horas. Al
cabo de este tiempo, la viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo
colorimétrico basado en XTT siguiendo las indicaciones del fabricante. La sal de
tetrazolium, XTT, se usa para determinar la cantidad de células metabdlicamente
activas, que reflejan la proliferacion celular. EI ensayo se basa en la escision del
anillo de tetrazolium del XTT (de color amarillo) por la deshidrogenasa mitocondrial
y el reactivo acoplador de electrones N-metildibenzopirazina metil sulfato (PMS)
para formar la sal de formazan (de color naranja), la cual es soluble en solucion
acuosa y se cuantifica por absorbancia mediante un espectrofotometro. Para estos
experimentos, la absorbancia se determind en un lector multimodal de microplacas
(Synergy HT, BioTek, VT, EUA) a 492 nm. Los valores de absorbancia se
normalizaron con respecto al control, al cual se le dio arbitrariamente el valor de
100.

5.5. Determinacién de las concentraciones inhibitorias (Cl), del indice de
combinacién (IC) y de la fraccién afectada (FA)

Las CI se calcularon a partir de las curvas de concentracion-respuesta de

cada compuesto por el analisis de regresion logistica no lineal utilizando el
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programa Origin (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA). La Clso hace
referencia a la concentracion necesaria de cada compuesto para inhibir el 50 % de
la proliferacion celular con respecto al maximo y minimo efecto, dentro del

intervalo de concentraciones probadas.

El IC es una medida cuantitativa basada en la ley de accion de masas, para
determinar el grado de interaccion farmacoldgica entre dos o mas farmacos, y
determinar si existe sinergismo o0 antagonismo a partir del efecto medio. El IC
entre los farmacos se determiné con la férmula descrita por Chou-Talalay (formula
1) la cual indica que si el valor es < 1, =1 0 > 1, el efecto al co-incubar dos 0 mas

farmacos es de tipo sinérgico, aditivo o antagonico; respectivamente (Chou, 2006).

(D), (D),
+
IC = 1/m1 1/m2
(Dm), (fa/1-fa) (Dm), (fa/1-fa)
Féormula 1. Formula para determinar el indice de combinacion. Donde, IC = indice de

combinacion, (D)1 = concentracion del farmaco 1, (D)2 = concentracion del farmaco 2, (Dm)1 =
concentracion inhibitoria al 50 % del farmaco 1, (Dm)2 = concentracion inhibitoria al 50% del
farmaco 2, fa = fraccion afectada de la proliferacion celular cuando se co-incuban los dos
farmacos, m1 = pendiente obtenida con la curva de concentracion respuesta del farmaco 1, m2 =
pendiente obtenida con la curva de concentracion respuesta del farmaco 2. SiellCes<1,=10 >

1, el efecto es de tipo sinérgico, aditivo o antagodnico; respectivamente(Chou, 2006).
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% proliferacion
fa=1-

100

Formula 2. Féormula para determinar la fraccion afectada. Donde fa = fraccién afectada.
Adaptado de (Chou, 2006).

La fraccién afectada (fa) hace referencia a la poblacién celular afectada por
los farmacos, es decir que fraccion de células entre el 0 y 1 no prolifer6. Mientras
mas cercano sea el valor a 1, mayor serd la fa, la cual se calcula a partir del

porcentaje de proliferacion, como se indica en la formula 2.

5.6. Analisis del ciclo celular

Las células se sembraron en cajas de 6 pozos a una razén de 30,000 a 70-
000 células/pozo, 24 horas después se adiciono el medio conteniendo el vehiculo,
las Cl2o y Clso de ambos compuestos determinadas a partir de su efecto en la
proliferacion celular, asi como los esquemas de combinacion Clso:Clzo y Clso:Clso
de a-mangostina y 5-fluorouracilo, respectivamente. Después de 72 horas de
tratamiento se colectaron las células, se lavaron con PBS, se fijaron en etanol al
70% v/v y se almacenaron a -20°C. Para la lectura en el citbmetro, las muestras se
lavaron dos veces con PBS (pH 7.2), se incubaron a temperatura ambiente
durante 20 min protegidas de la luz en una solucién que contenia: 4 uL de 7-AAD
(Biolegend, San Diego, CA, EUA) intercalante de DNA + 196 uL de tritdn (0.25%)
por muestra. Finalmente, el contenido de DNA se determind utilizando un
citometro de flujo FACSCanto Il (Becton Dickinson, San José, CA, EUA) vy los

resultados se analizaron mediante el software FlowJo (LLC, Ashland, OR, EUA).
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5.7. Analisis estadistico

La diferencia significativa se determind mediante ANOVA de una via
seguido del post hoc Holm-Sidak para comparaciones mdltiples y para
comparaciones entre dos grupos se aplico la prueba T de Student utilizando el
programa SigmaStat version 3.5 (Jandel Scientific, San José, CA, USA). Se
consideré diferencia significativa con una P<0.05.
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6. Resultados

En primera instancia evaluamos el efecto per se de la a-mangostina en el
panel de lineas celulares representativas de los fenotipos de cancer de mama
luminal B (T-47D), HER-2/neu (MBCDF) y triple negativo (MBCDF-D5, HCC-1806
y SUM-229PE).

6.1. La a-mangostina inhibié la proliferacion de manera dependiente de la

concentracion en el panel de lineas celulares de cancer de mama

Con la finalidad de determinar el efecto de la a-mangostina en la
proliferacion celular se realizaron curvas de concentracion-respuesta del
fitofarmaco en las células T-47D, MBCDF, MBCDF-D5, HCC-1806 y SUM-229PE.
Interesantemente, la a-mangostina inhibié la proliferacion celular de manera
significativa y dependiente de la concentracion en todas las lineas celulares; no
obstante, la potencia fue diferente, aunque no muy distante entre lineas celulares
(figura 6). Aproximadamente a partir de la concentracion de 6 uM la a-mangostina
inhibié el 100% de la proliferacion de las lineas celulares MBCDF, MBCDF-D5,
HCC-1806 y SUM-229PE; mientras que en las células T-47D lo hizo hasta 8 uM.
Con base en las curvas de concentracion-respuesta se calcularon las Clzo y Clso

de la a-mangostina (tabla 3).
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Tabla 3. Cl2o y Clso de la a-mangostina en el panel de lineas celulares de

cancer de mama

Linea celular CL,, (MM  SEM) Cl,, (MM = SEM)
T-47D 2.70 £ 0.11 4.36 £0.17
MBCDF 4.67+0.24 5.23+0.19
MBCDF-D5 0.16 £ 0.11 0.77 £0.22
HCC-1806 1.87 £ 0.20 2.59+0.17
SUM-229PE 2.39+0.12 3.13+0.09

Con base en las curvas de concentracidn-respuesta se determinaron las concentraciones
inhibitorias al 20% (Cl20) y 50% (Clso) de a-mangostina. N = 3 experimentos independientes con
seis réplicas cada uno.

Basandonos en los valores de la Clso, podemos concluir que las células con
perfil de expresion molecular TN fueron las mas sensibles al efecto
antiproliferativo de la a-mangostina, seguido de las RE+ y finalmente las HER-
2/neu: MBCDF-D5 > HCC-1806 > SUM-229PE > T-47D > MBCDF. Lo anterior
pudiera deberse a las diferencias fenotipicas de las células, a los diversos
mecanismos de accion de la a-mangostina o bien a los mecanismos que pudieran

desarrollar las células como estrategia de escape a un tratamiento.
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Viabilidad celular (%)

Debido al potente efecto antiproliferativo de la a-mangostina en células de
cancer de mama, decidimos evaluar su efecto en células no neoplasicas, con la

finalidad de descartar efectos citotoxicos.

6.2. La a-mangostina no ejerce efectos citotéxicos en las PBMC

Con el objetivo de precisar si la a-mangostina exhibe efectos adversos en
células no neoplésicas, se decidioé evaluar su efecto en la toxicidad de las células
PBMC. Dentro del intervalo de concentraciones probadas, la a-mangostina no
afect6 la viabilidad de las células PBMC, lo cual sugiere la baja toxicidad del
compuesto (figura 7). Lo anterior es de suma relevancia, ya que para poder
combinar el compuesto natural con el agente citotoxico 5-fluorouracilo,
consideramos importante que la a-mangostina no afecte a las células del sistema
inmunolégico porque se exacerbarian los efectos toxicos, debido a que este es

uno de los principales efectos adversos del agente quimioterapéutico.

PBMC Figura 7. Efecto de la a-mangostina en la

viabilidad de células mononucleares de

150 1 - sangre periférica (PBMC). Dentro del
T intervalo de concentraciones probadas, la a-

100 1 mangostina (1-8 uM) no afecté la viabilidad de
las PBMC. Donde C=medio y O=vehiculo. Los

50 1 resultados se muestran como el promedio +
0 SEM de 3 experimentos independientes con

C 0 1 2 3 4 5 6 7 8 tres réplicas por tratamiento.

a-Mangostina (pM)
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Si bien se sabe que el 5-fluorouracilo exhibe actividad antineopléasica, fue
necesario evaluar a manera de control su efecto en la proliferacion del panel

propuesto de lineas celulares de cancer de mama.

6.3. El 5-fluorouracilo inhibié la proliferaciéon del panel de lineas celulares

de cancer de mama

Curvas de concentracion-respuesta del 5-fluorouracilo se llevaron a cabo
en el panel de lineas celulares de cancer de mama y se determind que este
agente inhibio la proliferacién celular de manera significativa y dependiente de la
concentracion (figura 8). Con base en las curvas de concentracion-respuesta se

determinaron las Clzo y Clso del compuesto (tabla 4).
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Tabla 4. Cl2o y Clso del 5-fluorouracilo en el panel de lineas celulares de

cancer de mama

Linea celular Clzo(pM * D.E) CI50 (M £ D.E)
T-47D 0.18 £ 0.07 0.54+£0.13
MBCDF 0.36 £ 0.03 0.70+0.03
MBCDF-D5 0.07 £ 0.01 0.15+0.01
HCC-1806 0.23 £ 0.02 0.43+£0.02
SUM-229PE 0.016 £ 0.01 0.061 +0.01

Con base en las curvas de concentracidn-respuesta se determinaron las concentraciones
inhibitorias al 20% (Cl20) y (Clso) del 5-fluorouracilo. N = 3 experimentos independientes con

seis réplicas cada uno.

En referencia a la Clso, se determino que la sensibilidad de las células al 5-
fluorouracilo fue la siguiente: SUM-229PE> MBCDF-D5> HCC-1806 > T-47D >
MBCDF. Al igual que con la a-mangostina, la sensibilidad celular al 5-fluorouracilo
fue mayor en las células TN (lo cual es lo esperado), seguida de RE+, y

finalmente las HER-2/neu.

6.4. EIl efecto antiproliferativo al combinar la a-mangostina con el 5-

fluorouracilo fue mayor que la monoterapia

Para los estudios de combinacion se establecieron los siguientes
esquemas: Cl20:Cl2o, Cls0:Cl20, Cl20:Clso y Cls0.Clso de a-mangostina y 5-
fluorouracilo, respectivamente. La combinacion de a-mangostina con 5-
fluorouracilo mostr6 mayor efecto antiproliferativo y significativamente diferente
con respecto a la monoterapia en todas las lineas celulares de cancer de mama

(figura 9).
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Figura 9. Efecto de la combinacion de a-mangostina y 5-fluorouracilo en la proliferacion
de las lineas celulares de cancer de mama. Se evalud el efecto de las concentraciones
inhibitorias al 20% (Cl2) y 50% (Clso) de la a-mangostina y/o el 5-fluorouracilo en la
proliferacion de las lineas celulares de cancer de mama, los resultados se muestran como el
promedio + SEM., N = 3 experimentos independientes con seis réplicas cada uno. * P<0.05 vs
vehiculo (-), ** P<0.05 vs monoterapia.
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La conclusién gréfica del efecto de la combinacion entre a-mangostina y 5-
fluorouracilo en términos de la naturaleza del efecto se visualiza en la figura 10,
donde valores por debajo de la linea horizontal (IC <1) indican efecto sinérgico,
sobre la linea efecto aditivo (IC=1) y por encima (IC>1) efecto antagonico (Chou,
2006). Entre mas cercano sea el valor del IC a 0 mayor es el sinergismo y entre
mas cercano sea el valor de la FA a 1, mejor sera el efecto de la combinacién. En
términos de IC, el mayor efecto sinérgico se observo en la linea celular MBCDF-
D5 (figura 10, simbolos de color verde), seguido de T-47D (figura 10, simbolos de
color azul), SUM-229PE (figura 10, simbolos de color rojo) y HCC1806 (figura 10,

simbolos de color rosa).
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Figura 10. indice de combinacién versus fraccién afectada en lineas celulares de cancer de
mama expuestas a distintos esquemas de combinaciéon entre a-mangostina y 5-fluorouracilo.
En las lineas celulares T-47D (azul), MBCDF (gris), MBCDF-D5 (verde), HCC-1806 (rosa) y SUM-
229PE (rojo), se determind el indice de combinacion y la fraccion afectada al co-incubar las
concentraciones inhibitorias al 20% (Clz0) y/o al 50% (Clso) de a-mangostina y 5-fluorouracilo. Los
esquemas de combinacion evaluados fueron los siguientes: Cl20:Clzo (@), Cls0:Clzo (), Cl20:Clso (V)
y Clso:Clso (@) entre a-mangostina y 5-fluorouracilo; respectivamente. Los puntos por debajo de la
linea horizontal indican efecto sinérgico, en la linea efecto aditivo y por arriba de ésta efecto
antagonico. Valores de fraccion afectada mas cercanos al 1 indican mayor efecto de la combinacion.

N = 3 experimentos independientes con seis réplicas cada uno
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Si bien la naturaleza del efecto al combinar a- mangostina con el 5-
fluorouracilo en la linea celular MBCDF fue de tipo antagobnico, el efecto

antiproliferativo fue mayor que el observado con la monoterapia.

De manera general, el sinergismo fue mas intenso cuando se utilizd6 una
menor concentracion de 5-fluorouracilo; es decir, cuando se combinoé la Clzo del 5-
fluorouracilo ya sea con la Clzo 0 Clso del fitofarmaco. Para llevar acabo los
estudios de ciclo celular tomamos en cuenta que lo que buscamos es disminuir
las concentraciones del farmaco quimioterapéutico debido a sus fuertes efectos
secundarios por lo que evaluamos Unicamente esquemas de combinacién con

alta concentracion del fitofarmaco.

6.5. Efecto de los tratamientos solos o en combinacion en la distribucion

del ciclo celular

Para dilucidar parte del mecanismo antineoplasico de la a-mangostina sola
o en combinacién con el 5-fluorouracilo nos planteamos determinar el efecto de
los tratamientos en la distribucion del ciclo celular, para lo cual probamos los
esquemas de combinacion de Clso:Clo y Cls0:Clso de a-mangostina y 5-
fluorouracilo, respectivamente, cuyos resultados se muestran en la figura 11. La
a-mangostina a las Clzo y Clso promovié de manera dependiente de la
concentracion la muerte celular, lo cual se evidenci6 con el aumento en el
porcentaje de células en la fase Sub G1, aunque solo hubo diferencia significativa
en la linea celular T-47D a la respectiva Clso. Por otra parte, el 5-fluorouracilo
(Cls0) solo incrementd el porcentaje de células en fase SubG1l en las células
SUM-229PE, lo cual concuerda con los estudios de proliferacién celular, ya que
esta linea celular es la mas sensible al agente citotoxico. En la figura 12 se
muestran los histogramas representativos del efecto de los tratamientos en la
distribucion del ciclo celular en las células caracteristicas de los fenotipos luminal
(T-47D), Her-2/neu (MBCDF) y triple negativo (MBCDF-D5). Al combinar a-

mangostina y 5-fluorouracilo, el porcentaje de células en la fase SubG1l fue
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significativamente mayor versus el control y la monoterapia en las células SUM-
229PE y MBCDF. EIl incremento en la concentracion del 5-fluorouracilo en los
esquemas de combinaciébn no promovid mayor muerte en las lineas celulares
previamente mencionadas. El efecto de las combinaciones en las células MBCDF-
D5, HCC-1806 y T-47D no fue significativamente diferente de la monoterapia,
practicamente el efecto fue similar al de la a-mangostina. En general no se
observaron cambios en las distintas fases del ciclo celular en las lineas celulares,
a excepcion de MBCDF, donde la incubacion con el agente quimioterapéutico
mostro una tendencia a aumentar el porcentaje de células en la fase S. y en la
tabla 5 se muestra el porcentaje de muerte celular (células en SubG1) con a-

mangostina, 5-fluorouracilo y sus combinaciones.
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Figura 11. Efecto de la a-mangostina y/o 5-fluorouracilo en la distribuciéon del ciclo celular
en un panel representativo de diversos fenotipos de cancer de mama. Se evalué el efecto de
las concentraciones inhibitorias al 20% (Clzo) y 50% (Clso) de la a-mangostina y/o el 5-fluorouracilo
en la distribucion del ciclo celular. Los resultados se muestran como el promedio + SEM, N=4
experimentos. * P<0.05 vs control (-), ** P<0.05 vs monoterapia.
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Figura 12. Efecto de la a-mangostina y/o 5-fluorouracilo en la distribucion del ciclo celular
de las lineas celulares T-47D (RE+), MBCDF (HER-2/neu+) y MBDCF-D5 (TN). Se evalu6 el

efecto de las concentraciones inhibitorias al 20% (Clzo) y 50% (Clso) de la a-mangostina y/o el 5-

fluorouracilo en la distribucion del ciclo celular.

Tabla 5. Porcentaje de muerte celular al co-incubar a-mangostina y 5-fluorouracilo

TRATAMIENTO

Linea celular (% de muerte celular)

T-47D MBCDF MBCDF-D5 HCC-1806 SUM-229PE
VH 0.74 +0.17 2.60 + 1.63 2.52 + 0.69 4.81 +0.62 3.66 + 1.72
AM Cly 3.14 + 0.58 20.80 + 5.94 5.76 + 2.26 10.7 + 1.89 6.98 + 1.98
AM Clso 17.62 + 3.88 24.71 + 7.44 1519 +9.73  15.07 +3.45 7.91+3.22
5FU Clyo 2.65+1.13 6.37 + 1.54 9.10 + 4.82 14.63 +2.10 18.50 + 5.75
5FU Clso 1.34 +0.39 6.16 + 1.20 10.18 +4.22  13.04+3.30  35.93+9.50"
AM Clso + 5FUClyy  17.63 +1.66 5415+ 417"  8.59 + 2.39 17.12+2.17  51.43+ 741"
AM Clso + 5FU Clsp  14.87 +2.00°  52.48 +11.17 " 12.37+4.35"  20.05+3.38°  68.83 +7.26 "

Porcentaje de células en la fase sub G1 con las concentraciones inhibitorias al 20% (Cl2o) y/o 50% (Clso) de la a-

mangostina (AM) y del 5-fluorouracilo (5-FU). Vh=vehiculo, N=4 experimentos. En negritas se resaltan los

esquemas de tratamiento donde hubo diferencia significativa, * P<0.05 vs Vh, ** * P<0.05 vs monoterapia.

45



7. Discusion

Dada la heterogeneidad del cancer de mama y con la finalidad de
apegarnos a lo observado en la clinica, decidimos utilizar para este estudio lineas
celulares con diferentes perfiles de expresion molecular, con caracteristicas
representativas de los fenotipos moleculares del cAncer de mama, luminal B (T-
47D), HER-2/neu (MBCDF) y TN (MBCDF-D5, HCC-1806 y SUM-229PE). Se hizo
enfasis en las lineas celulares TN, ya que los tumores mamarios con esta firma
molecular son los mas agresivos, cursan con peor prondstico y su Unica opcion de
tratamiento es la quimioterapia, aunado a que la poblacion mexicana presenta alta
incidencia de este tipo de cancer en comparacion al resto del mundo (Chavarri-
Guerra et al., 2012).

En primera instancia evaluamos el efecto de la a-mangostina en la
proliferacion celular del panel de lineas celulares mencionadas. Si bien existen
diversos estudios que describen el efecto antineoplasico de la a-mangostina en
cancer de mama, hay discrepancia con respecto a la potencia de la xantona en los
fenotipos RE+ y RE-. Al respecto, Won y colaboradores mostraron que la a-
mangostina inhibe la proliferacion de las células MCF-7 (RE+); mientras que las
MDA-MB-231 (RE-) solo fueron ligeramente sensibles a concentraciones elevadas
del fitofarmaco (10uM), por lo que se concluy6 que el RE es requerido para que la
xantona inhiba el crecimiento celular (Won et al., 2014). Por el contrario Li y
colaboradores describieron que no hay diferencia en la potencia de a-mangostina
para inhibir la proliferacion de MCF-7 y MDA-MB-231, cuyos valores de Clso
fueron muy similares 2.71 y 2.6 pM, respectivamente (Li et al., 2014). Lo anterior
también lo tomamos como base para ampliar el panel de lineas celulares y asi
determinar si el efecto es independientemente del perfil de expresion de
receptores hormonales o receptores a factores de crecimiento. Particularmente, en
este estudio observamos que la a-mangostina inhibié el crecimiento celular en
todos los fenotipos, de manera significativa y dependiente de la concentracion. La
sensibilidad al compuesto fue la siguiente: MBCDF-D5 > HCC-1806 > SUM-229PE
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> T-47D > MBCDF. Interesantemente, en el fenotipo TN se observd el mayor
efecto del fitofarmaco, lo cual puede deberse, ademas de otros mecanismos, a
que estas células tienen mayor sensibilidad al estrés oxidativo debido a los
defectos en las vias de respuesta al dafio en el DNA que resulta en inestabilidad
del genoma y que si bien en un principio esto conduce a carcinogénesis, también
puede llevar a catastrofe mitética (Alli et al.,, 2009). En concordancia con lo
anterior, la a-mangostina es capaz de aumentar la presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de especies reactivas de nitrogeno (RNS) lo que

conduce a la muerte de células transformadas (Akao et al., 2008).

Lo ideal es que el tratamiento antineoplasico solo interfiera con los procesos
de las células malignas y no afecte a las células normales. Dado el fuerte efecto
inhibitorio de la proliferacion por parte de la a-mangostina en células neoplasicas,
decidimos evaluar su efecto en PBMC, con la finalidad de determinar su toxicidad
en células no neoplasicas. Con base en los estudios de toxicidad se determind
que dentro del rango de concentraciones probadas, el fitofarmaco no afectd la
proliferacion de las células PBMC. Lo anterior coincide con lo descrito por
Matsumoto y colaboradores en el 2003, quienes describieron que la a-mangostina
exhibe fuerte actividad inhibitoria del crecimiento en células de leucemia sin
afectar a los linfocitos de sangre periférica (Matsumoto et al., 2003). De manera
similar, Kasemwattanaroj y colaboradores también describieron que la a-
mangostina no inhibid la proliferacion de las células PBMC (Kasemwattanaroj et
al., 2013). Interesantemente, la xantona no solo no afecta a las células de sangre
periférica sino que funge como inmunomodulador (Tang et al., 2009), e incrementa
la actividad de las células natural killer (panaxantona: mezcla de a-mangostina y y-
mangostina, 150mg/dia/7 dias), las cuales son las principales células de defensa
de la inmunidad innata y participan de manera importante en la erradicacion de las
células tumorales (Shibata et al., 2011). Si bien se ha descrito, como posible
mecanismo de accidn, que la a-mangostina promueve la acumulacion de ROS y

RNS en células neoplasicas, diversos estudios han demostrado que depende del
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tejido, es decir, se ha encontrado que esta xantona puede ejercer también un
efecto antioxidante; por ejemplo se demostré que tiene efectos cardioprotectores
(Sampath and Kannan, 2009) y neuroprotectores (Weecharangsan et al., 2006).
Considerando lo anterior, la xantona podria contrarrestar los efectos adversos de
hemotoxicidad, cardiotoxicidad y neurotoxicidad del 5-fluorouracilo lo cual
impactaria directamente en la calidad de vida de la paciente.

En referencia a la farmacocinética de la a-mangostina en humanos,
Gnicamente encontramos un estudio; Chitchumroonchokchai y colaboradores,
analizaron la biodisponibilidad de las xantonas presentes en el mangostan,
después de la ingesta de 60 ml del jugo de la fruta y observaron que la Gnica
xantona detectable en suero fue la a-mangostina, con una concentracibn maxima
(Cmax) de 0.45 umol/L, y el tiempo en el que se alcanzé (Tmax) fue de 2—4 h
(Chitchumroonchokchai et al., 2012). Haciendo un analisis de comparacion entre
la Cmax alcanzada en suero y el rango de las Clso de la a-mangostina (0.77-5.22
pmol/L) obtenido en este estudio, podemos decir que la Clso es mayor a lo
alcanzado en la circulacion; no obstante, Chitchumroonchokchai y colaboradores
no determinaron la dosis exacta de a-mangostina administrada, ya que se ingirio el
jugo de la fruta; por lo tanto, para alcanzar las concentraciones séricas necesarias
para ejercer el efecto antineoplasico podria administrarse la xantona a mayor
dosis, mediante alguna formulaciébn o alguna otra via. Una caracteristica
importante de la xantona es que por via oral la biodisponibilidad es baja, pero
puede incrementarse al ingerirse a la par con alimentos altos en grasa
(Chitchumroonchokchai et al., 2012).

En referencia al efecto antiproliferativo del 5-fluorouracilo, éste inhibi6 el
crecimiento celular de manera significativa y dependiente de la concentracion en
todo el panel de células propuestas; al igual que con la a-mangostina, el fenotipo
TN fue el mas sensible. Nuestros resultados concuerdan con lo descrito por Ring y
colaboradores en el 2004, donde describen que el 5-fluorouracilo es altamente
efectivo para el tratamiento de tumores con fenotipo triple negativo (Ring et al.,
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2004; Rouzier et al., 2005). Después de la administracion por infusion continta de
300-500 mg/m?/dia de 5-fluorouracilo, que se encuentra dentro del rango de dosis
administrada para el tratamiento de cancer de mama, se alcanzan
concentraciones séricas de 11.2 uM (Diasio and Harris, 1989), con base en lo
anterior, los rangos de Clso de 5-fluorouracilo obtenidas en este estudio (0.061 uM
- 0.70 uM) son facilmente alcanzables en la circulacion sanguinea.

Una de las preguntas del presente estudio fue si la a-mangostina puede
fungir como agente adyuvante del efecto antineoplasico del 5-fluorouracilo.
Mediante el analisis del IC se determind que el efecto al combinar el fitofarmaco
con el agente guimioterapéutico fue de tipo sinérgico en casi todas las lineas
celulares probadas y con todos los esquemas de combinacion evaluados, lo cual
es benéfico ya que de esta manera se puede reducir la dosis de la quimioterapia y

mantener el efecto antineoplasico.

De acuerdo con lo observado con la monoterapia, donde las células TN
fueron las mas sensibles, en las combinaciones, las células MBCDF-D5 (TN)
exhibieron los IC méas bajos, lo cual se tradujo en sinergismo. A manera de
especulacién, lo anterior puede deberse a que quiza en estas células los
mecanismos mediante los cuales los compuestos estan ejerciendo sus efectos
antineoplasicos son totalmente excluyentes, es decir, son diferentes y no
convergen en ninguna via, lo que incrementa el sinergismo, con base a lo descrito
por Chou y Talalay (Chou, 2006). Li y colaboradores en el 2014 observaron que la
a-mangostina inhibe la actividad de la acido grasa sintasa, enzima necesaria para
la proliferacion celular, independientemente del fenotipo celular (Li et al., 2014),
por lo tanto existe la posibilidad que en las células MBCDF-D5 la a-mangostina
esta actuando mediante este mecanismo para disminuir la proliferacion celular,
mientras que el 5-fluorouracilo estd inhibiendo la sintesis de &cidos nucleicos
(Grem, 1997); por lo tanto los mecanismos son excluyentes, no se anteponen
entre si y por ende observamos mayor sinergismo. Por el contrario, en las células

MBCDF el IC de todos los esquemas de combinaciéon denoté antagonismo,
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probablemente en estas células la a-mangostina y el 5-fluorouracilo actian de
manera similar para inhibir la proliferacion y por ello se estan anteponiendo en sus
efectos y mostrando un efecto antagonico, lo cual no indica precisamente que la
combinacion de los compuestos en lugar de inhibir la proliferacion la promueva,
sino méas bien que el efecto en conjunto no es mejor que el efecto de cada
compuesto por separado y tal vez se verian mejores efectos en la proliferacién
solo si se aumentara la concentracion de la monoterapia, en particular del agente
no toxico. Por otra parte, las células MBCDF son un cultivo primario y presentan
mayor heterogeneidad celular, la cual es un sello distintivo del cancer,
probablemente el tratamiento solo afecté cierta poblacion, mientras que la no
afectada desarroll6 mecanismos de escape al tratamiento, y si bien la combinacién
de ambos farmacos no fue beneficiosa, ambos compuestos por separado
mostraron ser efectivos para la inhibicién de la proliferacion, por lo que se podrian

administrar en monoterapia.

Este es el primer estudio de combinacion que determina la naturaleza del
efecto de la combinacion entre a-mangostina y 5-fluorouracilo en cancer de mama.
La estrategia terapéutica aqui planteada establece una excelente opcién para

aguellas pacientes que tienen como Unica opcion de tratamiento la quimioterapia.

Se ha reportado que las xantonas inhiben la actividad de los CYP2CS8,
CYP2C9y CYP2C19 (Foti et al., 2009), quizas la a-mangostina es capaz de inhibir
la actividad de otras enzimas del complejo enzimatico del CYP450 , involucradas
en la eliminacién del 5-fluorouracilo permanece mas tiempo en el organismo y
posiblemente esta seria una de la razones para explicar que al combinar ambos
compuestos observamos sinergismo. Dado lo anterior, si la a-mangostina aumenta
el tiempo de vida del 5-fluorouracilo, su combinacion permitiria utilizar menores
dosis en la clinica, con la consecuente disminucién de los efectos secundarios no

deseados.
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En lo que respecta al efecto de los tratamientos en el ciclo celular, en las
células SUM-229PE y MBCDF la combinaciéon de a-mangostina con el 5-
fluorouracilo promovié de manera significativa mayor muerte celular con respecto
al control y a la monoterapia. Lo cual pudiera ser parte del mecanismo en estas
lineas celulares. Si bien con los ensayos de combinacion encontramos que en las
células SUM-229PE de acuerdo a la formula propuesta por Chou y Talalay tenian
un efecto sinérgico moderado, mientras que en los ensayos de ciclo celular hubo
un mayor porcentaje de células muertas cuando se combinaban ambos
compuestos; es importante no perder de vista que si bien el indice de combinacion
fue cercano a 1, en estos mismos estudios, el porcentaje de células viables al
combinar ambos tratamientos fue bajo, sumado a esto, en esta linea celular el
farmaco quimioterapéutico fue mas potente. En el caso de las células MBCDF,
estas células fueron las menos sensibles a ambos compuestos probados, y
ademas el efecto de la combinacion resulto de tipo antagonico, sin embargo, el
porcentaje de células viables también fue bajo al realizar combinaciones. Ya se ha
reportado que el fitofarmaco promueve apoptosis por diversos mecanismos en
distintos tipos de cancer, y ademas el agente quimioterapéutico es citotoxico, por
lo que al combinar ambos tratamientos obtuvimos en todas las lineas celulares

probadas un aumento en el porcentaje de células muertas.
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8. Conclusién

La a-mangostina podria ser un excelente candidato como tratamiento
adyuvante de la quimioterapia convencional, debido a la carencia de efectos
secundarios considerables y a la promocion de sinergismo en la inhibicién de la
proliferacion y a la promocién de la muerte celular, lo que conllevaria en un futuro
a disminuir las dosis administradas a las pacientes. Lo anterior ofrece una

alternativa terapéutica plausible y aplicable para el manejo del cancer de mama.
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Perspectivas

Llevar a cabo ensayos de combinacion en un modelo in vivo de cancer de
mama

Evaluar los posibles mecanismos moleculares por los cuales la
combinacion de a-mangostina y 5-fluorouracilo inhiben la proliferacion
celular.

Evaluar los posibles mecanismos mediante los cuales se promueve
antagonismo al combinar a-mangostina y 5-fluorouracilo en las células
MBCDF.

Determinar el efecto de la a-mangostina en combinacion con un inhibidor de
los receptores tirosina cinasa, debido a que el menor efecto inhibitorio del

fitofarmaco fue en las células HER-2/neu-+.
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