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Resumen

Los macroéfagos tienen plasticidad y un espectro de activacién que depende de
las citocinas y otros estimulos a su alrededor. Se pueden diferenciar en dos
perfiles principales: los macréfagos activados de manera clasica o pro-
inflamatorios (M1) con funciones antimicrobianas y generalmente
anticancerigenas y los activados via alternativa o antinflamatorios (M2) con
funciones de reparacion y generalmente protumorales. En México y otros
paises se usan partes de plantas o sus derivados para tratar diversos tipos de
padecimientos como desoérdenes inflamatorios e incluso el cancer. El Agave
mapisaga es un tipo de Agavacea usada en la medicina tradicional Nafihu. En
ensayos in vitro con su extracto hidrosoluble, se ha desmostrado un efecto
citotoxico en células de cancer de prostata y de mama. Ademas, disminuye la
implantacion de células PEC-Src de cancer de préstata in vivo. El objetivo de
este trabajo fue determinar el porcentaje de macrofagos CD68+NOS2+ (“M17)
y CD68+CD206+ (“M2”) en cortes histoldégicos de cancer de mama murino
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Se utilizaron 37 ratones
hembra de la linea BALB/cCAnNHsd de 6-8 semanas de edad,
isotransplantadas con cien mil células de cancer de mama murino 4T1 en el
cojinete graso de la glandula mamaria y fueron tratadas con 25, 50, 100 6 250
mg/kg del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga, agua o cisplatino
(Noveldexis®). En este trabajo no se encontrd evidencia de que la administracion
diaria del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga a dosis de 25, 50, 100 6
250 mg/kg aumente el porcentaje de macréfagos antitumorales (M1) en el
microambiente tumoral. Tampoco se encontré diferencia estadisticamente
significativa para el volumen tumoral entre el grupo tratado con agua y los
tratados diariamente con 25, 50, 100 6 250 mg/kg de extracto hidrosoluble de

Agave mapisaga al dia 27 post inoculacion de cien mil células 4T1.



En conclusion, el extracto hidrosoluble de Agave mapisaga no mostré un efecto
modulador sobre los macréfagos presentes en el microambiente tumoral de

cancer de mama murino, ni logré disminuir el volumen tumoral.

Palabras clave: macréfagos, Agave mapisaga, cancer de mama, 4T1



Abstract

Macrophages have plasticity and their activation spectrum that depends on the
cytokines and other stimuli around them. They can be differentiated into two
main profiles: classically or pro-inflammatory (M1) activated macrophages with
antimicrobial and generally anti-cancer functions and those activated via
alternative or anti-inflammatory (M2) with repair and generally pro-tumor

functions.

In Mexico and other countries, plant components or their derivatives are used
to treat various types of diseases such as inflammatory disorders and even
cancer. Agave mapisaga is a type of agavaceous used in traditional Nafihu
medicine. In in vitro tests of its water-soluble extract, a cytotoxic effect on
prostate and breast cancer cells has been demonstrated. In addition, it reduces
the implantation of PEC-Src prostate cancer cells in vivo. The aim of this work
was to determine the porcentage of macrophages CD68+NOS2+ ("M1") and
CD68+CD206+ ("M2") in histological sections of murine breast cancer by
means of indirect immunofluorescence. Thirty-seven 6-8 weeks old female
BALB/cAnNHsd mice were used and isotransplanted with one hundred
thousand 4T1 murine breast cancer cells in the mammary gland fat pad and
treated with 25, 50, 100 or 250 mg/kg of water-soluble Agave mapisaga extract,
water or cisplatin (Noveldexis®). In this work, no evidence was found that the
daily administration of the hydrosoluble extract of Agave mapisaga at doses of
25, 50, 100 or 250 mg/kg increases the porcentage of antitumoral macrophages
(M1) in the tumor microenvironment. No statistically significant difference was
found for the tumor volume between the water-treated group and those treated
daily with 25, 50, 100 or 250 mg/kg of water-soluble Agave mapisaga extract

per day 27 post inoculation of one hundred thousand 4T1 cells.



In conclusion, the water-soluble extract of Agave mapisaga did not show a
modulating effect on the macrophages present in the tumor microenvironment

of murine breast cancer, nor did it succeed in decreasing the tumor volume.
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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es la principal causa de muerte en mujeres a nivel mundial con
521,907 defunciones por afo. Esta elevada mortalidad se debe a su diagndstico en
etapas tardias, cuando el cancer se ha diseminado a otros 6rganos del cuerpo
(metéstasis) y existen menos alternativas de tratamiento. Cuando se detecta en
etapas tempranas y se recibe atencién médica, la tasa de supervivencia es de cinco
afos en un 80% de los pacientes. En América Latina es el tipo de neoplasia mas
comun en mujeres, con una incidencia de 150,000 casos anuales. En México el
numero de casos se ha incrementado, en el afio 2014 se registraron 11,300 casos
nuevos y en el 2018 aproximadamente 27,283 (OMS, 2018). El grupo de edad mas
afectado se encuentra entre los 50 y 59 afios con un 45% de todos los casos. En el
afio 2015 se registraron 6,252 defunciones en mujeres de méas de 25 afos por tumor
maligno de mama y los estados con mayor mortalidad fueron: Sonora, Nuevo Ledn,
Coahuila, Ciudad de México y Sinaloa con una tasa de 28.6, 26, 24.8, 24.7 y 22.2,
respectivamente (www.gob.mx, 2019). Debido a la importancia de esta enfermedad,
se han encaminado esfuerzos para prevenir y detectar este tipo de cancer en etapas
tempranas, asi como la investigacion para aumentar la eficacia de los tratamientos

actuales y el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas.

1.2 Cancer de mama

El cancer de mama es un tipo de neoplasia del epitelio glandular que afecta la
estructura y la funcion de la glandula mamaria. Los tumores de glandula mamaria
tienen cuatro etapas descritas: la hiperplasia, el carcinoma ductal in situ, el
carcinoma ductal invasivo y el carcinoma metastasico (Polyak, 2007). La hiperplasia
se refiere a la multiplicacion aberrante de las células epiteliales en la glandula
mamaria, resultado de la alteracion en sus mecanismos de regulacién; las células

entonces adquieren caracteristicas ventajosas y se transforman en células
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cancerosas (Hanahan and Weinberg, 2011). En el carcinoma ductal in situ (DCIS)
las células neoplasicas estan confinadas al ducto mamario y son las precursoras
del carcinoma ductal invasivo (IDC). En el IDC se pierde la integridad de las células
mioepiteliales y de la membrana basal (Shah et al., 2015; Espina and Liotta, 2011)
lo que permite a las células neoplasicas llegar a otros érganos a través de los vasos
sanguineos en un proceso conocido como metastasis, dando lugar al carcinoma
metastasico. En el cancer de mama se encuentran macréfagos y al igual que el
cancer de pulmon, el carcinoma hepatocelular y el carcinoma de células renales se
correlacionan con un prondstico desfavorable (Campbell et al., 2011; Mahmoud et
al., 2012; Medrek et al., 2012; Komohara et al., 2011).

1.3 Modelo de cancer de mama murino 4T1

El carcinoma mamario 4T1 es una linea celular transplantable que fue aislada a
partir de sublineas de un tumor de cancer de mama espontaneo en ratones BALB/c,
pueden crecer en lineas de ratones BALB/c consanguineas sin ser rechazadas
debido a que comparten el mismo arreglo y expresion de genes (haplotipo) (Dexter
et al., 1978; Aslakson and Miller, 1992). Las células 4T1 pueden proliferar y crecer
in vitro o en ratones BALB/cfC3H in vivo, por lo que son utiles para multiples
propositos como evaluar el efecto de tratamientos antineoplasicos. EI modelo de
isotransplantacion de células 4T1 en raton es considerado adecuado para el estudio
del cancer de mama humano por dos principales caracteristicas: 1) después de su
implantacion se desarrolla una neoplasia de manera ortotépica y una vez
establecido el tumor primario, puede generar metastasis a nodulos linfaticos,
sangre, higado, pulmones, cerebro y hueso (Pulaski and Ostrand-Rosenberg,
1998); 2). Las células 4T1 tienen la capacidad de reclutar macréfagos y otras células
inmunes al secretar factores quimiotacticos como CCL2 (Madera et al., 2015) que
en ratones inmunocompetentes generan un proceso neoplasico en el que se
encuentran presentes células tumorales, células estromales y células del sistema

inmune. En estos tumores los macrofagos tienen una relevancia particular, ya que
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son las células inmunes mas abundantes y son considerados como factor de

prondstico en cancer de mama (Franklin et al., 2014).

1.4 Macréfagos

Los macréfagos son monocitos reclutados, estimulados y diferenciados en tejidos y
organos. Los monocitos se originan en la médula 6sea a partir de una célula
progenitora llamada unidad formadora de colonias de granulocitos y macrofagos
(CFU-GM). Esta célula madre pluripotencial da origen a los monoblastos que
producen promonocitos que a su vez se dividen para generar monocitos (Watowich
et al., 1996). Los monocitos migran fuera de la médula 6sea hacia el interior del
torrente sanguineo donde permanecen en circulacion hasta por 24 horas. Estos
eventualmente dejan la circulacién sanguinea para adentrarse en los tejidos donde
se diferencian en macrofagos y cumplen funciones especializadas dependiendo de
las sefales en su entorno (Frantz et al., 2005; Penna et al., 2002). De no recibir
estimulos estas células mueren por apoptosis (Xaus et al., 2001; Celada and
Nathan, 1994). Los macréfagos de raton expresan CD11b, F4/80 y el receptor de
factor estimulante de colonias 1 (CSF1-R) y no expresan Gr-1; por otro lado, los
macrofagos de humano expresan CD68, CD163, CD16, CD312 y CD115 (Qian and
Pollard, 2010).

1.4.1 CD68

CD68 es una glicoproteina transmembranal tipo 1 altamente glicosilada presente en
compartimentos lisosomales y en la membrana de células fagociticas
mononucleares (Holness and Simmons, 1993). Se considera un marcador
especifico para células mieloides, pero es particularmente abundante en
macrofagos (Betjes et al., 1991). En ratones se le conoce como microsialin y se
encuentra principalmente en el interior de los macréfagos (Kurushima et al., 2000).
CD68 se puede usar para discriminar macréfagos de células dendriticas (DC), ya

gue estas Ultimas no la expresan (Betjes et al., 1991; Bobryshev, 2010). Ademas,
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en combinacion con marcadores para factores de transcripcion como pSTAT-1,
RBP-J y CMAF (Barros et al., 2013) o marcadores para proteinas como NOS2 y
CD206 se pueden identificar poblaciones polarizadas in vitro e in vivo. El término
polarizacion de macrofagos se refiere a la expresion de diferentes marcadores en
su superficie o dentro de ella, asi como a mecanismos que se ponen en marcha
como respuesta a una serie de estimulos como las citocinas u otros mediadores de
sefalizacion. Los macrofagos tienen un amplio espectro de factores para su
activacion, pero se pueden distinguir dos poblaciones principales: los activados de
manera clasica (“M1”) y los de manera alternativa (“M2”) (Mills et al., 2000;
Mantovani et al., 2008).

1.5 Macrofago M1

La activacion de macréfagos hacia un perfii M1 es inducida por patdgenos
intracelulares, componentes de la pared bacteriana, lipoproteinas y diversas
citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF) e interferon gamma (INFy)
(Gordon, 2003). Estos macréfagos “M1” producen citocinas proinflamatorias y
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno que son necesarios para la defensa
contra patdgenos extrafios y para la eliminacion de células cancerosas
(Marcinkiewicz and Chain, 1993; Rosete et al., 1999).

1.5.1 NOS2

En macréfagos la enzima éxido nitrico sintetasa inducible (NOS2) sintetiza xido
nitrico (ON) a partir de la oxidacion de la L-arginina, dando lugar a la formacion de
oxido nitrico y citrulina (Kréncke KD, Fehsel K, 1997). Esta enzima se expresa en
respuesta a la accion de lipopolisacarido (LPS) bacteriano y algunas citocinas como
la IL-1, INFy y TNF; y estéa asociada a la produccion de altos niveles de ON durante
horas o dias (Green S, Nancy C, 1991). ElI ON tiene efectos pleiotrépicos, sin
embargo, se han demostrado funciones de citotoxicidad, microbicidas y tumoricidas

(Rosete et al., 1999). Los mecanismos de citotoxicidad no estan completamente
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definidos, pero se sabe que participan en diversas vias que llevan a las células a
procesos apoptoticos o necréticos. Su citotoxicidad esta relacionada con su
capacidad de difundir a través de la membrana celular, a su autooxidacién y a la

reaccion con superoxidos para formar peronitritos (ONOO-) (Lancaster, 1997).

1.6 Macrofago M2

La polarizacibn de macrofagos hacia un perfil “M2” es inducida por hongos,
parasitos, complejos inmunes, complemento, células apoptéticas, M-CSF, IL-4, IL-
13, IL-10, factor de crecimiento transformante beta (TGF-), entre otras (Gordon,
2003). Estos macrofagos tienen una alta capacidad fagocitica, producen citocinas
antinflamatorias como IL-10, componentes de la matriz extracelular (ECM), factores
guimiotacticos y angiogénicos; y estan involucrados en la resolucion de la
inflamacion y en la reparacion de heridas. Se les conoce como macréfagos
activados alternativamente y en muchos casos son considerados protumorales ya
gue disminuyen la respuesta inmune contra células cancerosas. Ademas estimulan
la angiogénesis y el remodelamiento de la matriz extracelular que promueve el
desarrollo tumoral y la metastasis (Huang and Feng, 2013). Los macrofagos “M2”
expresan genes para la enzima arginasa 1, receptores de manosa (MMR) como

CD206, proteinas ricas en cisteina (FI1ZZ1) y la proteina Ym1 (Raes et al., 2002).

1.6.1 CD206

Los receptores de manosa (como por ejemplo CD206) son miembros de la familia
de lectinas tipo C. Son glicoproteinas transmembranales tipo 1 expresadas en
macrofagos y células dendriticas (DCs) pero no en monocitos. Es considerado un
marcador de macrofagos activados alternativamente (M2) (Gordon, 2003; Taylor et
al., 2005; Azad et al., 2015).
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1.7 Macréfagos asociados atumor (TAMS)

Los macrofagos asociados a tumor (TAMs) son macréfagos polarizados a un perfil
“M2” mediante la accion de factores de crecimiento, TGF-f e IL-10 producidos en el
microambiente tumoral (Mantovani et al., 2002). Los TAMs expresan niveles altos
de lectinas tipo C, particularmente receptores de manosa como CD206 (Yunping
Luo, 2006; Mills et al., 2000).

Los macrofagos llegan al microambiente tumoral por una serie de elementos
guimiotacticos que provocan la extravasacion de los monocitos circulantes a las
zonas de muerte celular y al pH acido por sefiales de dafio e inflamacién. Una vez
en este microambiente intentan “reparar” el tejido daflado mediante la generacion
de nuevos vasos sanguineos, remodelacion del tejido e inmunosupresién. Parte de
esta inmunosupresion esta dada por la IL-10 que regula negativamente la
produccion de IL-12 por parte de las células mieloides e indirectamente produce la
deferenciacion de linfocitos a un perfil Th2. Esto a su vez, incrementa IL-4 e IL-13,
lo que promueve la generacion de mas TAMs y otras células supresoras (DeNardo
et al., 2009). Por otro lado, las células tumorales neoplasicas pueden producir
factores quimiotacticos para los macrofagos. En cancer de mama los factores
guimiotacticos mas estudiados son las proteinas quimiotacticas de monocitos
(MCPs), el factor estimulante de colonias de macréfago (M-CSF), el factor inhibidor
de la migracion de macréfagos (MIF) y el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF). Estos macrofagos llegan a ser la poblacion de células inmunes mas
abundantes en estos tumores y su alta densidad se asocia con una elevada

angiogénesis, metastasis y pobre pronostico (Franklin et al., 2014) .
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1.8 Origen de los macréfagos en el microambiente tumoral de mama

El cancer de mama tiene origen en las células epiteliales de los conductos lacteos
en la glandula mamaria que se transforman y adquieren caracteristicas especiales
y ventajosas sobre las “normales”. Con el tiempo las células cancerosas aumentan
en numero y se relacionan con las células normales creando un microambiente
complejo en el que existe una comunicacion estrecha y continua entre las células
tumorales, estromales e inmunes. Los macréfagos son reclutados a este
‘microambiente inmune tumoral” por una serie de citoquinas producidas por las
células tumorales, estromales o por las células inmunes (Mantovani et al.,
2008)(Balkwill, Charles and Mantovani, 2005); y aunque se ha observado
proliferacion de TAMs en modelos de carcinomas mamarios humanos y de raton,
estos no son suficientes para mantener el numero de TAMs en un tumor en
crecimiento (Campbell et al., 2011; Franklin et al., 2014). La mayoria de los TAMs
se originan de monocitos y células supresoras mieloides monociticas (M-MDSCSs)
gue son reclutados al tejido tumoral donde la sub-regulacién del factor de
transcripcion STAT3 permite la diferenciacion de M-MDSCs a TAMs (Kumar et al.,
2016). En los tumores solidos los macréfagos son las células inmunes mas
abundantes y son de particular importancia en su desarrollo y pronéstico (Franklin
et al., 2014), cumpliendo funciones protumorales o antitumorales dependiendo de
su activacion (Aras and Raza Zaidi, 2017; Noy and Pollard, 2014).

1.9 Polarizacion de macrofagos como alternativa para el tratamiento
contra el cancer

Los macrofagos aumentan el crecimiento, progresion y reincidencia de tumores de
mama, e incluso modulan la eficacia de las terapias anticancerigenas (Qian et al.,
2007; Medrek et al., 2012). Debido a la importancia de estas células en la progresion

tumoral se han encaminado esfuerzos para generar herramientas para eliminarlos,
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disminuirlos o redirigirlos a un perfil antitumoral (Yunping Luo, 2006; Noy and
Pollard, 2014). Ronly y colaboradores han demostrado que el cambio de fenotipo
de macrofagos M2 a macrofagos M1 por accién de glicoproteinas ricas en histidina
(HRG) asociado a la disminucién del factor de crecimiento placentario (PIGF),
promueve la respuesta inmune antitumoral, reduce el crecimiento tumoral y la
metastasis a pulmon, y ademas incrementa la sensibilidad a la quimioterapia en
diversos modelos de céncer, incluyendo el modelo de isotransplantacion 4T1 en el

gue el tumor se redujo un 36% (Rolny et al., 2011).

1.10 Plantas y sus compuestos anticancerigenos

Las plantas y sus derivados son usados en la medicina tradicional debido en parte
a sus propiedades biolédgicas y terapéuticas (Popoca et al., 1998; Shukla and Mehta,
2015). La investigacion de los compuestos que son responsables de estas
propiedades deriva en el desarrollo de nuevos farmacos en distintas areas de la
medicina. En el caso particular del cancer, compuestos como los flavonoides y
saponinas esteroidales han mostrado efectos anticancerigenos atribuidos a un
amplio espectro de mecanismos de accion que incluyen: arresto del ciclo celular,
induccién de la apoptosis, antioxidante, e inhibicién de la angiogénesis (Haridas et
al., 2001; Batra and Sharma, 2013; Patil and Masand, 2018; Man et al., 2010). Los
agaves contienen polifenoles, flavonoides y saponinas esteroidales con potencial

anticancerigeno (Cervantes Duefias Aleydis, 2016).

1.11 Familia Agavaceae

La familia Agavaceae comprende ocho géneros: Yucca, Hesperaloe, Furcraea,
Beschorneria, Agave, Manfreda, Polianthes y Prochnyanthes. El género Agave esta
constituido de al menos 166 especies de las cuales 125 estan presentes en México

(Eguiarte, Souza and Silva-Montellano, 2000).
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1.11.1 Agave mapisaga

El Agave mapisaga es una planta de la familia Agavaceae, su clasificacion

taxonémica es:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliales
Orden: Arparageles
Familia: Agavaceae
Género: Agave

Especie: mapisaga, var Trel.

Agave mapisaga var Trel

Es una rosetdfila con inflorescencia de cinco metros de altura y 18 ramas; la hoja
mas larga mide 60 cm de largo con ramificacién cuaternaria. Su nombre comun es:
“Penca larga”, “Maguey Blanco” o “Maguey Bueno”. Se aprovecha para la extraccion
de aguamiel y obtencion de fibras de ixtle. En medicina tradicional se refiere como
antiinflamatorio en lesiones musculares, articulares y heridas (Instituto de Biologia,

UNAM, 2010).

1.12 Efecto del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga en cancery
macrofagos

Recientemente se demostro que el extracto hidrosoluble de Agave mapisaga tiene
efecto citotoxico en células de cancer de mama murino 4T1 in vitro y disminuye la
implantacion de células PEC-Src de cancer de prostata in vivo. En el estudio
realizado por Hernandez-Peralta se utiliz6 un modelo de cancer de prostata murino
implantando células PEC-Src en ratones machos de la linea FVB y se observé que

la administracion diaria durante 35 dias de 50 mg/kg de extracto hidrosoluble de

23



Agave mapisaga generd una menor implantacion tumoral con respecto del testigo
sin tratamiento (Hernandez-Peralta, 2016). Por otro lado, Diaz-Cortés demostré que
el extracto hidrosoluble de Agave mapisaga es citotdéxico en células 4T1 a
concentraciones de 0.5 mg/ml y que en ratones BALB/c hembras isotransplantadas
con células 4T1 y tratadas con 250 mg/kg, reduce la permeabilidad vascular y
disminuye la metastasis a bazo y pulmén (Diaz Cortés, 2020). En el caso de
macréfagos, Gallegos-lbarra demostré que el extracto hidrosoluble de Agave
mapisaga a una concentracién de 0.5 mg/100 ul disminuye el 100% de la viabilidad
de macréfagos J774A.1 en 48 horas y con una concentracion de 1 mg /100 pl

disminuye el 80% la viabilidad en 24 horas (Gallegos Ibarra, 2018).

1.13 Saponinas esteroidales

La composicién quimica completa del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga no
estd completamente definida. Hernandez-Peralta determind la presencia de la
aglicona hecogenina mediante cromatografia liquida de alta definicién (HPLC). Esta
aglicona sugiere la presencia de agavosido C que pertenece a una familia amplia
de saponinas esteroidales. Las saponinas esteroidales se encuentran en un gran
namero de plantas y tienen efectos sobre la permeabilidad de membranas, son
inmunoestimulantes, hipocolesterolémicas y tienen propiedades anticarcinogénicas
(Francis et al., 2002). Existe una gran complejidad en la estructura de las saponinas,
debido a la variabilidad de sus moléculas de aglicona, asi como a la posicion y

acoplamiento de sus cadenas (Man et al., 2010).

Las saponinas esteroidales presentes en plantas son consideradas un sistema de
defensa contra los insectos y su contenido depende de su edad fisiologica, medio
ambiente y factores agrondmicos (Yoshiki Y, Kudou S, 1998). Tienen la capacidad
de lisar globulos rojos y formar espuma en solucion; y junto con otros compuestos

se les han atribuido funciones inmunomoduladoras, antinflamatorias, citotoxicas y
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anticancerigenas. Las saponinas aisladas de diferentes platas inhiben el

crecimiento de células cancerosas in vitro (Konoshima T, 1988; Mimaki et al., 1998).

Los adyuvantes basados en saponinas han mostrado la habilidad de estimular el
sistema inmune mediado por células y aumentar la produccion de anticuerpos (Barr,
Sj6lander and Cox, 1998). Se ha reportado que las saponinas inducen la produccion
de citocinas e interferones que podrian mediar sus efectos inmunoestimulantes (Jie,
Cammisuli and Baggiolini, 1984). Las saponinas son capaces de prevenir algunas
reacciones no especificas como la inflamacién (Cabral de Oliveira et al., 2001;
Haridas et al., 2001) y la proliferacion de monocitos (Delmas et al., 2000; Yui et al.,
2001).
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2. JUSTIFICACION

Los macréfagos determinan el desarrollo, prondstico y reincidencia del cancer de
mama debido a sus funciones antitumorales o protumorales, son las células
inmunes mas preponderantes en el microambiente tumoral y son posibles blancos
terapéuticos debido a su plasticidad; estudios recientes en modelos de
isotransplantacion in vivo en ratones han demostrado que el tratamiento con
extracto hidrosoluble de Agave mapisaga reduce la implantacion de células de
cancer de prostata y la metastasis de células de cancer de mama, dos procesos en
gue los macrofagos tienen una participacion activa en el microambiente inmune
tumoral. Por lo anterior, es necesario conocer el efecto del extracto hidrosoluble de
Agave mapisaga sobre los macréfagos en el microambiente tumoral para poder

sustentar su uso como coadyuvante durante el proceso neoplasico.

3. HIPOTESIS

La administracion diaria de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga via oral a
ratones isotransplantados con células 4T1 de cancer de mama murino aumenta el
porcentaje de macréfagos con fenotipo M1y disminuye el porcentaje de macrofagos

con fenotipo M2 en el microambiente tumoral.

4. OBJETIVO

Demostrar el efecto modulador del tratamiento de extracto hidrosoluble de Agave
mapisaga sobre el porcentaje de macréfagos perfil M1 (CD68+NOS2+) y M2
(CD68+CD206+) presentes en el microambiente tumoral mamario de ratones
isotransplantados con células 4T1 para considerarlo como un coadyuvante en el

tratamiento contra el cancer.

26



4.1 Objetivos particulares:

1) Evaluar el efecto del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga sobre el
tamafio de tumores mamarios inducidos por la inoculacion de células 4T1 en
ratones hembra BALB/c.

2) Evaluar el efecto del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga sobre el
porcentaje de macréfagos M1 y M2 en el infiltrado tumoral mediante la

tecnica de inmunofluorescencia indirecta.

5. MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se realizé con base en los protocolos aprobados por el comité de

cuidado y uso animal de la unidad de investigacion preclinica (UNIPREC- UNAM).

5.1 Extracto hidrosoluble de Agave mapisaga

Se utilizé una alicuota de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga obtenido por
rotoevaporacion y mantenido en congelacion a -70°C en alicuotas. La obtencién del
extracto se describe en el trabajo realizado por Hernandez Peralta (Hernandez-
Peralta, 2016), en el que se obtuvo un kilogramo de pulpa en trozos libres de
epidermis y se coloco en dos litros de agua para llevarla punto de ebullicion,
posteriormente se dejo reposar durante 24 horas. Después se colecto el liquido y

se concentr6 en un roto evaporador a 70 RPM, 87 mbar y 58°C.

5.2 Ratones

Se utilizaron un total de 37 ratones hembra de la linea BALB/cCANNHsd de 6-8
semanas de edad con un peso promedio de 19.22 g obtenidos de laboratorios
Envigo. Los ratones fueron colocados en grupos de cuatro, en cajas de barrera
ventiladas con las siguientes caracteristicas: 27 cm de largo x 16 cm de ancho x 12

cm de alto. Las cajas con los ratones se colocaron en un cuarto con temperatura
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controlada con un fotoperiodo de 12 horas. Los ratones fueron alimentados con

alimento comercial y agua ad libitum.

5.3 Cultivo de células tumorales 4T1 in vitro

Las células de carcinoma mamario murino 4T1 resistentes a 6-tioguanina fueron
obtenidas de ATCC. Se cultivaron in vitro en cajas de cultivo celular tipo Roux
utilizando medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, las cajas
se mantuvieron en una incubadora de células a 37°C y 5% de CO2. Cuando se
alcanzaba una confluencia del 85%, las células adheridas eran desprendidas con

0.25% de tripsina y trasladadas a cajas nuevas.

5.4 Isotransplantacion

A patrtir del séptimo pase, se desprendieron y separaron las células tumorales 4T1
del monoestrato por tratamiento con 0.25% de tripsina, se tifieron con azul tripano
al 0.12% (Sigma®), se contaron en camara de Neubauer® y se realiz6 una

suspension de células en solucion salina tamponada con fosfato (PBS)1X, a pH 7.4.

Posteriormente se inocularon 1X10° células viables suspendidas en un volumen de
100 ul de solucién de PBS 1x (pH7.4) en el cojinete graso mamario abdominal

izquierdo de los ratones con una jeringa con aguja calibre 27.

El crecimiento tumoral fue evaluado morfométricamente al dia 27 post inoculacion
usando un Vernier digital; y los volimenes de los tumores fueron calculados de

acuerdo con la formula siguiente:

Volumen tumoral (Cm3) = (Longitud en cm) x (ancho en cm)2x 1
6
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5.5 Disefio experimental

Los ratones inoculados con una suspension de 1X10° células 4T1, fueron

aleatorizados y se establecieron seis grupos:

e Agua (Testigos negativos, n=5): recibieron agua de bebida.

e Cisplatino (Testigos de tratamiento antineoplasico, n=5): se les administré 3.5
mg/kg de cisplatino (Noveldexis®) via intraperitoneal (IP) cada cuatro dias en tres
ocasiones (g.d. 4 X 3).

e Agave 25 mg/kg (n=6): a los ratones se les administré diariamente 25 mg/kg de
extracto hidrosoluble de Agave mapisaga

e Agave 50 mg/kg (n=6): a los ratones se les administré diariamente 50 mg/kg de
extracto hidrosoluble de Agave mapisaga

e Agave 100 mg/kg (n=6): a los ratones se les administré diariamente 100 mg/kg
de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga

e Agave 250 mg/kg (n=9): a los ratones se les administré diariamente 250 mg/kg

de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga

Los extractos hidrosolubles de Agave mapisaga o agua fueron administrados
diariamente durante el periodo de estudio (27 dias) mediante una canula esofagica
para roedor 20G X 1.5" marca Cadence Science®. Los ratones en el grupo testigo
antineoplasico tratados con Cisplatino (Noveldexis®) no se sondearon. El disefio

experimental se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Disefio experimental

5.6 Toma de muestras

A los 27 dias post inoculacién se sacrificaron a todos los ratones de cada grupo
para tomar las mediciones y las muestras del tumor primario. Los ratones fueron
anestesiados con 120 mg/kg de ketamina y 24 mg/kg de xilacina en solucién de
cloruro de sodio al 0.9% como vehiculo (Apendice 2). Se corrobor6 la anestesia
profunda y se procedié a la perfusién completa con PBS 1x (pH 7.4) a 36°C y
posteriormente con paraformaldheido (PFA) al 4% pH 7.4.

Los tumores y 6rganos obtenidos de cada ratébn se colocaron por 24 horas en
gradientes de 10%, 20% y 30% de sacarosa a una temperatura de 4°C. Se coloco
una muestra representativa del tumor primario y de los 6rganos de cada ratén en

Tissue-tek OCT® y guardados a -80°C hasta su procesamiento.
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5.7 Anticuerpos utilizados en los ensayos de Inmunofluorescencia
5.7.1 Anticuerpos primarios

e Anticuerpo monoclonal 1gG2a, anti CD68 de raton, producido en rata.
(Novusbio® #Cat. NBP2-33337)

e Anticuerpo policlonal IgG, anti NOS2 de ratén, producido en conejo.
(Novusbio® #Cat. NB300-605).

e Anticuerpo policlonal IgG, anti CD206 de raton, producido en cabra.
(Novusbio® #Cat. AF2535).

5.7.2 Anticuerpos secundarios

e Anticuerpo policlonal IgG marcado con Alexa Fluor®-647 (Red), anti-IgG
(H+L) de conejo, elaborado en burro (Jackson®, #Cat:711-605-152).

e Anticuerpo policlonal IgG marcado con Alexa Fluor®-488 (Green), anti-lgG
(H+L) de rata, elaborado en burro (Jackson®, #Cat:712-545-150).

e Anticuerpo policlonal IgG marcado con CyT3M, anti-IgG (H+L) de cabra,
elaborado en burro (Jackson®, #Cat:705-165-147).

5.8 Inmunofluorescencia en macréfagos J774A.1 cultivados in vitro

Con el fin de probar las condiciones de trabajo y la especificidad de los anticuerpos
primarios y secundarios, se utilizaron macréfagos murinos cultivados in vitro bajo
dos condiciones: estimulados con dexametasona o con LPS. Para ello se cultivaron
macrofagos murinos J774A.1 (ATCC®) en cajas de cultivo celular tipo Roux de 75
cm? utilizando medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino. Las
cajas se mantuvieron en una incubadora de células a 37°C y 5% de CO2. Cuando
se alcanzé una confluencia de células del 80% las células adheridas se
desprendieron mecanicamente y se trasladaron a placas de cultivo (1x10*

células/pozo) para recibir un tratamiento con dexametasona (ImM) o
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lipopolisacéarido (LPS) de S. enterica ser. Typhimurium (300 ng/100 ul) durante 48

horas.

Las células adheridas después de las 48 horas fueron fijadas con paraformaldehido

al 4% (pH 7.4) y procesadas para inmunofluorescencia:

1. Bloqueo: se le agregé amortiguador de bloqueo (Protein blocker bioSB® con
DNS 5%) y se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente, se realizaron
3 lavados con PBS 1X (pH 7.4).

2. Marcaje: se agregaron los anticuerpos primarios diluidos 1/50 en la solucion de
incubacion (Antibody diluent bioSB®,1% NDS, 0.3% de tritdn) y se dejé incubar
durante 24 h a 4°C en camara humeda, se realizaron tres lavados con solucién
de lavado 1x (Immuno/DNA washer® Cat. BSB0149) y tres con PBS 1x (pH
7.4). Se agregaron los anticuerpos secundarios diluidos 1/200 en solucion de
incubacion (Antibody diluent bioSB®,1% NDS, 0.3% de tritdn) y se incubd a
temperatura ambiente durante 60 min en obscuridad, se realizaron tres lavados
con solucién de lavado 1x y tres lavados con PBS 1X (pH 7.4).

3. Contratincion: se coloco solucion de contratincion DAPI (1 pg/ml) a temperatura
ambiente, durante 15 min en obscuridad, posteriormente se realizaron dos
lavados con PBS 1X (pH 7.4).

4. Se realiz6 la lectura de la placa en el equipo Imagexpress® en un tiempo no

mayor de 2 h.

5.9 Bazo y musculo

Con el fin de probar las condiciones de trabajo y la especificidad de los anticuerpos
en tejido, se usaron cortes de bazo y musculo de un ratén sano. Los testigos de
tincién positiva fueron cortes de bazo tefiidos con los tres pares de anticuerpos y
como testigo de tincion negativa fueron tefiidos soOlo con los anticuerpos

secundarios. Ademés, como un testigo adicional de tincibn negativa se usaron
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cortes de musculo con los tres pares de anticuerpos. Para ello se realiz6 el siguiente

procedimiento:

Se realizaron cortes de 20 micras por congelacion en el equipo Slee cryostat MTC®,
se montaron en laminillas de vidrio electrocargadas y se guardaron a -20°C por un

maximo de 72 horas. Para su procesamiento:

1. Descongelamiento y rehidrataciéon: se colocaron las laminillas a temperatura
ambiente durante 20 minutos y se rehidrataron los tejidos en las laminillas con
PBS 1x pH 7.4 durante 10 minutos.

2. Bloqueo: se le agregé amortiguador de bloqueo (Protein blocker bioSB® con
DNS 5%) y se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente, se realizaron
3 lavados con PBS 1X (pH 7.4).

3. Marcaje: se agregaron los anticuerpos primarios diluidos 1/50 en la solucién de
incubacion (Antibody diluent bioSB®,1% NDS, 0.3% de tritdn) y se dejé incubar
durante 24 h a 4°C en camara humeda, se realizaron tres lavados con solucion
de lavado 1x (Immuno/DNA washer® Cat. BSB0149) y tres con PBS 1x pH 7.4.
Se agregaron los anticuerpos secundarios diluidos 1/200 en solucién de
incubacion (Antibody diluent bioSB®,1% NDS, 0.3% de tritén) y se incubd a
temperatura ambiente durante 60 min en obscuridad, se realizaron tres lavados
con solucién de lavado 1x y tres lavados con PBS 1X (pH 7.4).

4. Contratincién: se colocé solucién de contratincion DAPI (1 ug/ml) a temperatura
ambiente, durante 15 min en obscuridad, posteriormente se realizaron dos
lavados con PBS 1X (pH 7.4).

5. Conservacion: se colocé un volumen de 100 pl de medio de montaje UltraCruz™
(#Cat. SC-24941) a cada una de las laminillas y se cubrieron con un
cubreobjetos de vidrio.

6. Andlisis de las preparaciones: se hizo en el equipo Imagexpress® en un tiempo

maximo de 72 h después de colocar el medio de montaje.
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5.10 Tumores

Se realizardn cortes de 20 micras por congelacion del ecuador del tumor primario
4T1 en el equipo Slee cryostat MTC® se montaron en laminillas de vidrio
electrocargadas y se guardaron a -20°C por un maximo de 72 horas. Para su

procesamiento, segun se describe en la seccion de IF para bazo y musculo.

5.10.1 Porcentaje de macréfagos M1y M2 en cortes de tumor primario

Para determinar la cantidad de macréfagos con marca CD68+NOS2+ (fenotipo
“‘M1”) y CD68+CD206+ (fenotipo “M2”) presentes en el microambiente tumoral, se
usaron cortes consecutivos de la regidn ecuatorial de los tumores primarios
diseccionados al dia 27 post-inoculacion de todos los grupos experimentales. Las

laminillas fueron procesadas como se describié previamente.

5.11 Analisis de macro6fagos a partir de cortes de tejido por
inmunofluorescencia

Se utilizé el programa Meta-Xpres® para realizar el analisis de las imagenes
obtenidas en el equipo ImageXpress® con el objetivo 10x. Las laminillas fueron
divididas en 35 regiones y de cada region se analizaron 16 campos. Se obtuvieron
los porcentajes de macrofagos CD68+NOS2+ (M1) y CD68+CD206+ (M2) de 60
cortes de tejido por cada uno de los grupos tratados con agua, 25, 50 6 250 mg/kg
de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga, 48 cortes de tejido para el grupo
tratado con 100 mg/kg de Agave mapisagay 28 cortes de tejido para el grupo tratado
con 3.5 mg/kg de cisplatino. Las condiciones para la obtencion y analisis de las

imagenes se muestran en Anexo 2.
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5.12 Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron hechos en el programa R (version 3.5.3). Las
comparaciones estadisticas para los datos con distribucién paramétrica se hicieron
con DunnettTest. Para los datos con distribucién no paramétrica se usé Kruskal-

Wallis. Valores de P<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1 Cultivo in vitro de células 4T1

En la Figura 2 se observa el monoestrato del cultivo de las células 4T1, estas células
presentaron una morfologia similar a la mostrada en los manuales de ATCC,
indicando que el descongelamiento del cuarto pase y su cultivo hasta el séptimo

pase no modificé su morfologia, ni su velocidad de crecimiento.
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Figura 2. Células 4T1 cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% de suero
fetal bovino sin antibidticos 24 horas antes de la implantacion 10x.
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6.2 Isotransplantacion y tratamientos

El Cuadro 1 muestra que todos los ratones de los grupos tratados con agua o
extracto hidrosoluble de Agave mapisaga (25,50,100 y 250 mg/kg) desarrollaron al
menos una neoplasia palpable antes de los 8 dias post-inoculacion de cien mil
células 4T1, mientras que en el grupo tratado con cisplatino en el mismo tiempo no
presentaron ninguna neoplasia palpable. En el grupo tratado con cisplatino hubo
regresion de la neoplasia en dos ratones al dia 5 post inoculacién y uno al dia 9. Un

raton del grupo de cisplatino murié al dia 21 sin presentar tumor a la necropsia.

Cuadro 1. Numero de ratones que desarrollaron al menos una neoplasia palpable
después de implantar cien mil células 4T1 en el cojinete graso de la glandula
mamaria izquierda.

Tratamiento Dias post-inoculacion
0 5 6 7 8 9 10 12 15 25
Cisplatino 0/6 2/6 0/6 0/6 0/6 2/6 1/6 2/6 4/6 4/5
Agua 05 3/5 4/5 4/5 5/5
Agave
25 mg/kg 0/6 4/6 5/6 6/6
50 mg/kg 0/6 36 3/6 6/6
100 mg/kg 0/6 4/6 4/6 6/6
250 mg/kg 0/9 4/9 6/9 8/9 9/9
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Todos los ratones de los grupos tratados con diferentes concentraciones del
extracto hidrosoluble de Agave mapisaga y los tratados con agua mostraron
volumenes tumorales y areas de necrosis similares al dia 25 post-inoculacion de

cien mil células 4T1; mientras que en los tratados con cisplatino la necrosis fue
menos evidente (Figura 3).

L

Agave 25 mg/kg Agave 50 mg/kg Agave 160 mg/kg

-¥

Agave 250 mg/kg Agua Cisplatino 3.5 mg/kg

Figura 3. Ratones BALB/c implantados con cien mil células 4T1 en el coginete
graso de la glandula mamaria izquierda al dia 25 post-inoculacion.
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6.3 Eutanasia y obtencion de muestras

Los ratones fueron anestesiados como se describié en la seccion de material y
métodos para perfundirlos con paraformaldehido al 4% pH 7.4, dicha perfusion se
corroboro por el aclaramiento del higado y el retorno de la solucién por el atrio
derecho del corazon (Figura 4 A). Posteriormente, se diseccionaron todos los

tumores y se cortaron en la zona ecuatorial (Figura 4 B).
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Figura 4. Toma de muestras para inmunofluorescencia. Los ratones se
anestesiaron con una mezcla de ketamina/xilacina y se perfundieron con
paraformaldehido al 4%, pH 7.4 (Figura 4 A). Los tumores diseccionados
posteriormente fueron cortados en la zona ecuatorial y deshidratados con

gradientes de sacarosa (10, 20 y 30% durante 24 horas); para finalmente ser
conservados en congelacion a -80 2C en medio Tissuetek OCT hasta su
procesamiento (Figura 4 B).
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6.4 Tumores primarios a la necropsia

A la necropsia se corroboré que los ratones de los grupos tratados con agua o
diferentes concentraciones del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga tenian el
tumor y que uno de los ratones del grupo tratado con cisplatino no presenté tumor
(Figura 5).

Agave 25 mgikg  Agave 50 mgikg  Agave 100 mgikg  Agave 250 mg/kg Agua Cisplatino 3.5 mgikg

80%
100% 100% 100% 100% 100%

|:| Con tumor . Sin tumor

Figura 5. Tumores presentados a la necropsia 27 dias después de la
isotransplantacion y del tratamiento con Agave mapisaga, agua o cisplatino.
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6.5 Tamafno tumoral

Los tumores obtenidos durante la necropsia del grupo tratado con 3.5 mg/kg de
cisplatino via intraperitoneal (g.d. 4 x 3) tuvieron un menor volumen en comparacion
con los grupos tratados con extracto hidrosoluble de Agave mapisaga o el grupo
testigo tratado con agua, con diferencia estadisticamente significativa para la
prueba de Dunnett’test (p<0.05). Los grupos tratados con agua o diferentes dosis
de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga no mostraron diferencia

estadisticamente significativa para su volumen tumoral (p>0.05) (Figura 6).
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Agave 25 mglkg Agave 50 mglkg Agave 100 mglkg Agave 250 mgkg Agua Cisplatino 3.5 mglkg
Tratamiento

Figura 6. Volumen de los tumores por grupo a los 27 DPI y tratados con diferentes
dosis de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga, cisplatino o sin tratamiento
(agua). La grafica muestra que el grupo tratado con 3.5 mg/kg de cisplatino
disminuy® significativamente el volumen tumoral en comparacion con los otros
grupos Dunnett'test (p<0.05).
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6.6 Inmunofluorescencia en células J774A.1 cultivadas in vitro

Los macroéfagos estimulados con LPS mostraron un perfil CD68+NOS2+ (fenotipo
de macréfago “M1”; Figura 7A) mientras que los estimulados con dexametasona
mostraron un perfil CD68+CD206+ (fenotipo de macréfagos “M2”; Figura 7B)

Figura 7. Inmunofluorescencia de macréfagos J774A.1 cultivados in vitro y
estimulados durante 48 h con LPS de S. enterica ser. Typhimurium o
dexametasona. En la Figura 7A se muestran las marcas positivas colocalizadas de
CD68 y NOS2. En la Figura 7B se muestran macréfagos estimulados con LPS con
marca positiva colocalizada para CD68 y CD206.
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6.7 Inmunofluorescencia de macréfagos en tejido

6.7.1 Bazo

En la tincibn para macrofagos del bazo se observé la zona de linfocitos B bien

definida con respecto a la marca de los macréfagos CD68+CD206+ (Figura 8 A).

Como testigo de tincidén negativo se usaron solo anticuerpos secundarios (Figura 8
B).

Figura 8. Inmunofluorescencia en cortes de tejido de bazo de ratones sanos.
Tincién del bazo en la que se muestra la marca de los macrofagos CD68+CD206+
sefialados con las flechas color blanco (Figura 8 A). Testigo de tincién negativo
usando sélo anticuerpos secundarios (Figura 8 B).
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6.7.2 Musculo

En los cortes de musculo del miembro pélvico no se observé tincién positiva para

macrofagos (Figura 9 A). Ademas, se corroboré que no hay deteccién inespecifica
para los nucleos (Figura 9 B), para CD68 (Figura 9 C), CD206 o NOS2 (Figura 9 D).

Figura 9. Inmunofluorescencia en cortes de tejido de musculo de ratones sanos.
Cortes de musculo del miembro pélvico como testigo negativo de tincion (Figura 9
A). Se corroboré que no hay deteccion inespecifica para los nucleos (Figura 9 B),

CD68 (Figura 9 c), CD206 o NOS2 (Figura 9 D).
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6.8 Tumores

En la Figura 10 se muestra la tincion de macrofagos en los cortes de tumores
primarios de mama. Los macrofagos M1 se sefialan en el panel j (superposicion de
las imagenes g, h e i); mientras que los M2 se muestran en el panel fi (superposicion
de las imagenes k, m, y n). Los tejidos tefiidos solo con anticuerpos secundarios
demuestran que no hay tincion inespecifica (paneles a-c); mientras que los paneles

d, iy n corresponden a las tinciones de los nucleos.

TESTIGO

CD68+ | n)

Figura 10. Testigos de tincién en cortes de tumor primario de mama. (a-c)
corresponden a un corte de tumor mamario tefiido solo con los anticuerpos
secundarios en el que no se observa tincion inespecifica. (d, i y n) corresponde a
la tincién de nacleos con DAPI. El panel (e) muestra la superposicion de las
imagenes (a-d). Los paneles f-h muestran las tinciones con los tres pares de
anticuerpos para discriminar macréfagos M1 (panel j, que corresponde a la
superposicion de las imagenes: g, h e i). Los paneles k-m muestran las tinciones
con los tres pares de anticuerpos para discriminar macrofagos M2 (panel i, que
corresponde a la superposicion de: k, my n). Las flechas sefialan a los
macrofagos M1 (panel j) y a los M2 (panel ).
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La configuracion utilizada para la deteccion de los macréfagos se muestra en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Parametros utilizados para la deteccion de macrofagos en el equipo

ImageXpress.
Nucleos CD68 NOS2 CD206

Fluorocromo DAPI AF488 AF647 (Cy5) | Cy3

(FITC)
Tiempo de exposicion | 200 ms 300 ms 300 ms 300 ms
Area Nucleo Nucleo y Nucleo y Nucleo y

citoplasma citoplasma citoplasma
Anchura minima 5 um 5 um 5um 5um
Anchura maxima 25 um 20 um 10 um 7 um
Area minima tefiida NA 15 pm? 20 um? 20 um?
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En la Figura 11 se muestran macrofagos presentes en cortes de tumor primario de
mama. A) macréfagos perfiil M1 (CD68+NOS2+) y B) macrofagos perfil M2
(CD68+CD206+).

Figura 11. Macrofagos CD68+NOS2+ (M1) y CD68+CD206+ (M2) en cortes de
tumor primario de mama.
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6.9 Porcentaje de macrofagos M1y M2 en cortes de tumor primario

6.9.1 Macrofagos CD68+NOS2+

La cantidad de macréfagos perfil “M1” (CD68+NOS2+) de los grupos
experimentales no presentd una distribucion normal en la prueba estadistica de
Shapiro-Wilk (p=2.314E-14) (Figura 12).

Grafico Cuantil-Cuantil de distribucion Normal

Cuantiles muestrales
3
|

Cuantiles Tedricos

Figura 12. Distribucion de macrofagos “M1” (CD68+NOS2+) en la region
ecuatorial de cortes de tumor de mama primarios isotransplantados en ratones
Balb/cAnHsd.
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En la prueba de suma de rangos Kruskall Wallis se obtuvo una p= 0.001543 por lo
gue se realizé la prueba de Dunn de comparacion multiple. Esto arrojé una
diferencia en el porcentaje de macrofagos M1 (CD68+NOS2+) entre el grupo tratado
con cisplatino 3.5 mg/kg y los grupos tratados con agua o extracto hidrosoluble de
Agave mapisaga a dosis de 50, 100 y 250 mg/kg con (p<0.05). Por otro lado, el
grupo tratado con 25 mg/kg de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga tuvo un

comportamiento similar con el grupo tratado con cisplatino (Cuadro 3, Figura 13).

Cuadro 3. Comparacion multiple de medias de Dunn para macrofagos “M1” entre

grupos.
Grupos comparados p
Agave 100 mg/kg - Agave 25 mg/kg 0.444
Agave 100 mg/kg - Agave 250 mg/kg 0.612
Agave 25 mg/kg - Agave 250 mg/kg 0.120
Agave 100 mg/kg - Agave 50 mg/kg 0.563
Agave 25 mg/kg - Agave 50 mg/kg 0.113
Agave 250 mg/kg - Agave 50 mg/kg 0.780
Agave 100 mg/kg - Agua 0.729
Agave 25 mg/kg - Agua 0.599
Agave 250 mg/kg - Agua 0.402
Agave 50 mg/kg - Agua 0.387
Agave 100 mg/kg — Cisplatino 3.5 mg/kg | 0.008*
Agave 25 mg/kg — Cisplatino 3.5 mg/kg | 0.074
Agave 250 mg/kg — Cisplatino 3.5 mg/kg | 0.000*
Agave 50 mg/kg — Cisplatino 3.5 mg/kg | 0.001*
Agua — Cisplatino 3.5 mg/kg 0.018*
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El porcentaje de macrofagos perfii M1 en los grupos tratados con extracto
hidrosoluble de Agave mapisaga fue de 1.36 para el grupo tratado con 25 mg/kg,
0.70 para el grupo tratados con 50 mg/kg, 0.71 para el grupo tratados con 100
mg/kg, 0.50 para el grupo tratados con 250 mg/kg; y 1.10 para el grupo tratado con
agua y 2.85 para el grupo tratado con 3.5 mg/kg de Cisplatino. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa para la cantidad de macréfagos
CD68+NOS2+ (perfil M1) entre el grupo tratado con 3.5 mg/kg de cisplatino con los
grupos tratados con extracto hidrosoluble de Agave mapisaga o agua. El grupo
tratado con 3.5 mg/kg de cisplatino mostro la mayor cantidad de macrofagos perfil
M1 (CD68+NOS2) con un maximo de 6% en comparacion con los grupos tratados
con diferentes dosis del extracto hidrosoluble de Agave mapisaga o agua (Figura
13).

50



Macrofagos M1
27 DPI

104

8
)
%] b
o i
=z
+
% 6 4 -e
e
g L ] -
g b .o
& a
e 4 o
g .

2’ g

% L i L L o - .
= =

2 - a. o

' -
[ ] . L .. : . . !‘ - L]
L]
YL ‘& “d . ) N
. o.!. . P L ] shen & . =
- - . L] o
edn, | e[RRI i [ g
Agave 25 mg/kg Agave 50 mg/kg Agave 100 mg/kg Agave 250 mg/kg Agua Cisplatino 3.5 mg/kg
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Figura 13. Porcentaje de macrofagos CD68+NOS2+ (perfil “M1”) en los cortes de
tumor primario de mama. En la grafica se muestran los porcentajes de macréfagos
con perfil M1 CD68+NOS2+, de izquierda a derecha estan los grupos tratados con

25, 50, 100, 250 mg/kg de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga, agua o 3.5

mg/kg de cisplatino. La prueba de suma de rangos Kruskall Wallis se obtuvo una

p=0.001543 por lo que se realiz6 la prueba de Dunn de comparacién mdaltiple.
Esto arroj6 una diferencia significativa en la cantidad de macrofagos M1
(CD68+NOS2+) entre el grupo tratado con cisplatino 3.5 mg/kg y los grupos
tratados con agua o extracto hidrosoluble de Agave mapisaga a dosis de 50, 100 y

250 mg/kg con (p<0.05). Sin embargo; no se encontré evidencia estadisticamente
significativa entre el grupo tratado con 25 mg/kg de extracto hidrosoluble de Agave

mapisaga y el grupo tratado con cisplatino.
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6.9.2 Macrofagos CD68+CD206+

La cantidad de macrofagos perfil “M2” (CD68+CD206+) de los grupos
experimentales presentd una distribucion normal en la prueba estadistica de
Kolmogorov-Smirnov (P=0.5569) (Figura 14).

Grafico Cuantil-Cuantil de distribucion Normal
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Figura 14. Distribucion de macréfagos “M2” (CD68+CD206+)

Se utilizé el estadistico de Dunnett para comparar los tratamientos con diferentes
dosis de Agave mapisaga y cisplatino tomando como control el grupo tratado con
agua. No se encontré diferencia en los tratamientos con el grupo testigo tratado con
agua en la prueba de Dunnett con P>0.05 (Cuadro 4, Figura 15).
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Cuadro 4. Comparacion de medias de Dunnett para macréfagos “M2” entre

grupos.
Grupos comparados p
Agave 25 mg/kg y Agua 0.1044
Agave 50 mg/kg y Agua 0.9613

Agave 100 mg/kg y Agua 0.7453
Agave 250 mg/kg y Agua 0.9636
Cisplatino 3.5 mg/kg y Agua | 0.6793

El porcentaje de macrofagos perfil M2 en los grupos tratados con extracto
hidrosoluble de Agave mapisaga fue de 14.07 para el grupo tratado con 25 mg/kg,
19.49 para el grupo tratado con 50 mg/kg, 16.23 para el grupo tratado con 100
mg/kg, 19.40 para el grupo tratado con 250 mg/kg; y 18.37 para el grupo tratado con
agua y 16 para el grupo tratado con 3.5 mg/kg de Cisplatino. No se encontré
diferencia estadisticamente significativa para la cantidad de macréfagos
CD68+CD206+ (perfil M2) entre los grupos tratados con extracto hidrosoluble de

Agave mapisaga, cisplatino o agua (Cuadro 4, Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de macréfagos CD68+CD206+ (perfil “M2”) en los cortes de
tumor primario entre grupos. En la grafica se muestran los porcentajes de
macroéfagos con perfil M2 (CD68+CD206+), de izquierda a derecha estan los
grupos tratados con 25, 50, 100, 250 mg/kg de extracto hidrosoluble de Agave
mapisaga, agua o 3.5 mg/kg de cisplatino. No se encontrd diferencia
estadisticamente significativa para la cantidad de macr6fagos CD68+CD206+
(perfil M2) entre los grupos tratados con diferentes dosis de extracto hidrosoluble
de Agave mapisaga y cisplatino con el grupo testigo de agua en la prueba de
Dunnett con P>0.05.
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6.9.2 Proporcion de macrofagos M1/M2

En la Figura 16 se muestra la proporcion de macrofagos CD68+NOS2+ (M1) y

CD68+CD206+ (M2) por grupo. El porcentaje de macrofagos CD68+CD206+ (M2)

fue mayor que el porcentaje de macrofagos CD68+NOS2+ (M1) en todos los grupos

experimentales. La proporcion del porcentaje de macréfagos M1/M2 fue de 0.02

para el grupo tratado con 25 mg/kg de Agave mapisaga, 0.03 para el grupo tratado
con 50 mg/kg de Agave mapisaga, 0.04 para el grupo tratado con 100 mg/kg de
Agave mapisaga, 0.02 para el grupo tratado con 250 mg/kg de Agave mapisaga,

0.06 para el grupo tratado con Agua y 0.18 para el grupo tratado con 3.5 mg/kg de

cisplatino.
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Figura 16. Proporcion de macréfagos CD68+NOS2+ (perfil “M17)/ CD68+CD206+
(perfil “M2”) en los cortes de tumor primario entre grupos. En la grafica se muestra
la proporcion de macréfagos M1/ M2, de izquierda a derecha se muestran los
grupos tratados con 25, 50, 100, 250 mg/kg de extracto hidrosoluble de Agave

mapisaga, agua o 3.5 mg/kg de cisplatino.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo no se encontro evidencia estadisticamente significativa para
demostrar que el extracto hidrosoluble de Agave mapisaga module las poblaciones

de macréfagos en cancer de mama murino.

La cantidad de macréfagos polarizados hacia un perfil M2 fue similar en todos los
grupos experimentales (Figura 15) y no mostré diferencia estadisticamente
significativa. El proceso carcinogénico es dinamico e involucra la participacién de
multiples estirpes celulares que varian en tipo y funcion a través del tiempo. Los
tumores producen factores de crecimiento y supervivencia para los macrofagos y
granulocitos: M-CSF,GM-SCF, y G-CSF (también conocidos como CSF-1, CSF-2'y
CSF-3, respectivamente (Gabrilovich, Ostrand-Rosenberg and Bronte, 2012), y
sefiales quimiotacticas como CCL-2, CCL12, VEGFA y semaphorin (SEMA3A) para
estimular el reclutamiento local de macrofagos (Mantovani et al., 2008; Balkwill,
Charles and Mantovani, 2005; Bonapace et al., 2014; Qian et al., 2007; Takanori,
Bin-Zhi and Jeffrey W., 2015). Estos factores quimiotacticos también activan
programas transcripcionales que contribuyen al cambio de macréfagos hacia
fenotipos especificos (Kitamura et al., 2015). En particular, el CSF-1 actia como
sefal de sobrevivencia y polarizacion de macrofagos; y conduce la diferenciacion
de TAMs hacia un fenotipo inmunosupresor y protumoral M2 (Noy and Pollard, 2014;
Pyonteck et al., 2013). Por otro lado, las células 4T1 son capaces de producir CCL-
2 (Madera et al., 2015), que también podria tener una participacion relevante en la
polarizacion de macréfagos a un perfil inmunosupresor en el cancer de mama
murino 4T1; y a pesar de que se ha demostrado que algunas saponinas eteroidales
son capaces de inhibir la proliferacion de monocitos (Delmas et al., 2000; Delmas
et al., 2000) este efecto probablemente no se ve reflejado por la agresividad de la
linea celular 4T1 y explicaria la gran cantidad de macrdfagos M2 encontrados en

este trabajo.
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La mayor cantidad de macréfagos con perfil M1 se encontré en el grupo tratado con
cisplatino (Figura 13) mientras que, en los grupos tratados con agua o con diferentes
dosis de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa respecto a esta poblacion celular (Cuadro 3). El
cisplatino es un compuesto platinado citotoxico antitumoral usado ampliamente
como quimioterapéutico en distintos tipos cancer, su principal mecanismo de accion
se basa en la formacion de puentes entre las bases nitrogenadas del ADN que
bloquean la replicacién y/o previenen la transcripcion, provocando la muerte por
apoptosis y necrosis de células con alto indice mitético (Cepeda et al., 2008; Dasari
and Bernard Tchounwou, 2014). Las células tumorales muertas liberan sefales para
la activacion de células del sistema inmune contra las células neoplasicas restantes.
Sin embargo, la actividad antineoplasica del sistema inmune depende de la
citotoxicidad de células NK, LT CD8+ y la correcta presentacion de antigenos. Los
TAM’s con perfil inmunosupresor producen citocinas antinflamatorias como IL-4 e
IL-10 (Hesse et al., 2001)] y una hidrolasa que controla el catabolismo de la L-
arginina llamada arginasa 1 (Doedens et al., 2010) que impide las funciones de
estas células limitando la disponibilidad del aminoéacido L-arginina (Rodriguez et al.,
2004). La L-arginina también es el sustrato de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (NOS2) que es requerida para producir 6xido nitrico, un mediador crucial
para la citotoxicidad de las células mieloides (incluido el macréfago). Los
macréfagos M2 encontrados en este trabajo podrian estar compitiendo por el
sustrato L-arginina limitando asi la cantidad y funcién de los macréfagos M1 en el
microambiente tumoral; esto explicaria la escasa presencia de macréfagos

antitumorales en el presente estudio.

El volumen tumoral de los grupos tratados con diferentes dosis de extracto
hidrosoluble de Agave mapisaga, no mostré diferencia entre tratamientos, ni con el
grupo testigo tratado con agua (Figura 6). Sin embargo, la administracion de
cisplatino mostré un potente efecto antitumoral (Figura 6) y, a pesar de que no se

encontré diferencia estadisticamente significativa para la cantidad de macréfagos
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antitumorales CD68+NOS2+ (perfil M1), en este grupo se encontraron en mayor
cantidad, lo que sugiere que los macrofagos proinflamatorios M1 podrian ser en

parte responsables de su actividad antineoplasica (Figura 16).

El fenotipo de los TAMs varia significativamente entre los tumores y aun entre las
diferentes areas de el mismo tumor (Ruffell et al., 2012; Movahedi et al., 2010). El
modelo clasico de Mills sugiere una dicotomia rigida entre macréfagos positivos a
NOS2 (proinflamatorios/M1) y macrofagos positivos a ARG1 (antinflamatorios/M2),
siendo macrofagos anti-patégenos y de reparacion respectivamente. Sin embargo,
los macrofagos pueden expresar ARG1 y NOS2 simultaneamente en muchos
escenarios, y la regulaciéon de ambos genes muestran tener mayor complejidad. No
se puede contar con un modelo dualistico simple para tal complejidad, y la nocion
de dos tipos de macréfagos ha sido remplazado por un modelo de espectro en el
gue los macréfagos previamente descritos como M1y M2 representan dos finales
opuestos de una continuidad (Hofseth et al., 2003) (Aras and Raza Zaidi, 2017).

La reprogramacion funcional de TAMs de protumorales a antitumorales es una
estrategia atractiva para la terapia contra el cancer. En modelos de cancer de mama
de ratén los TAMs son la principal fuente de IL-10, una citocina con efectos
antinflamatorias e inmunosupresoras; pero la inhibicion de su sefializacion aumenta
significativamente la eficacia de la quimioterapia con placlitaxel y carboplatin (Ruffell
et al., 2014). El Agave mapisaga ha sido usado tradicionalmente por la comunidad
Nafihu en el Estado de Hidalgo México para el tratamiento de tumefacciones y como
antinflamatorio; sin embargo, hacen falta estudios para caracterizar sus
componentes y verificar su actividad antinflamatoria, para después utilizarse como

adyuvante en el tratamiento del cancer de mama.

En este trabajo no se encontrd diferencia estadisticamente significativa para el
porcentaje de macréfagos CD68+CD206+ en los tumores primarios de ratones
isotransplantados con cancer de mama murino 4T1 y tratados con diferentes dosis

de Agave mapisaga, agua o cisplatino (Figura 15). Sin embargo, se observé un
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menor volumen tumoral y necrosis en el grupo tratado con cisplatino en
comparacién con los grupos tratados con diferentes dosis de extracto hidrosoluble
de Agave mapisaga o agua (Figura 3 y 6). La diferenciacion de monocitos
inflamatorios de raton a TAMs depende de RBPJ (un regulador transcripcional de la
sefalizacion Noch), y la eliminacion genética de esta proteina en TAMs reduce el
peso tumoral en un modelo de cancer de mama murino, indicando una funcion no
redundante de TAMs en el crecimiento tumoral (Franklin et al., 2014). Los
macrofagos protumorales (M2) tienen la capacidad de producir factores
angiogénicos que contribuyen a incrementar el volumen tumoral y posteriormente la
metastasis. Los tumores se desarrollan rapidamente debido a la alta capacidad
mitética y genera zonas de hipoxia que a su vez aumenta la angiogénesis y produce
factores quimiotacticos para monocitos (Qian et al., 2007). El microambiente tumoral
formado es tipicamente hipdéxico y caracterizado por altas concentraciones de
lactato. Los altos niveles de éacido lactico en los tumores se deben al “efecto
Warburg”, llamado asi por el cambio metabdlico que ocurre en células con altos
indices de proliferacion que convierten la glucosa a lactato aun en presencia de
oxigeno (glucdlisis aerébica) (Hodge and Apkarian, 1990). El “efecto Warburg”, en
cancer condiciona directamente el fenotipo de los TAMs, el acido lactico induce la
expresion de genes protumorales Vegf y Argl en macrofagos (Colegio OR,et al). La
expresion de Vedf en los tumores es tipicamente controlado por HIF1a, un factor de

transcripcion que es estabilizado en respuesta a bajas concentraciones de oxigeno
(Semenza and Semenza, 2013), asi la expresion de ARG1 puede ser activada por

HIF1la bajo condiciones hipoxicas (Duque-Correa et al., 2014). La expresion de
ARG1 en TAMs tiene un potente efecto promotor de tumor, mientras que la
eliminacion de Argl en células mieloides reduce significativamente el crecimiento
tumoral (Colegio OR, et al.,2014). Este efecto depende de las funciones
inmunosupresoras de ARG1, pero también se puede deber a la habilidad de ARG1
para estimular la proliferacion celular mediante la produccion de L-ornitina, un

precursor de poliaminas. De acuerdo con lo anterior, la presencia de cantidades
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similares de macrofagos M2 en todos los grupos experimentales sugiere que es
independiente del volumen tumoral pero su actividad no, esto explicaria la relacion

entre el volumen tumoral y la necrosis observada en este trabajo.

En este sentido Diaz-Cortes demostré que la administracion de 250 mg/kg de
extracto hidrosoluble de Agave mapisaga durante 27 dias via oral reduce la
permeabilidad vascular y disminuye la metastasis a bazo y pulmén (Diaz Cortés,
2020). En futuros estudios se podria determinar la presencia de arginasa, VEGF o
HIF1 para conocer la relacién de los tratamientos con diferentes concentraciones
de Agave mapisaga con el volumen tumoral, la angiogénesis y la metastasis. Asi
mismo, se podria probar el efecto del extracto con otras vias de administracion como

la intratumoral.

Los TAMs en carcinomas mamarios de ratdon expresan pobremente genes
caracteristicos de un perfil “M2” como Chi3I3 (también conocido como Ym1), Retnla
(Fizz1), o Mrcl, y no dependen de la sefalizacion de IL-4; en cambio, la via de
sefalizacion Notch es requerida para el desarrollo de TAMs (Ruth Franklin et al.,
2012). Los TAMs con fenotipo proinflamatorio son frecuentemente encontrados en
tumores tales como el tumor estromal gastrointestinal (GIST) (Pesce et al., 2009).
Si bien el extracto hidrosoluble de Agave mapisaga no mostrdé efecto en los
macrofagos de cancer de mama, su administracion oral en cancer gastrointestinal
podria ser evaluada en futuros trabajos debido a que la microbiota puede controlar
las funciones de los TAMs en este tipo de cancer (Sears and Garrett, 2014).
Ademds; metabolitos como el n-butirato o propionato han demostrado controlar la
actividad de macroéfagos intestinales como el desarrollo de células Treg durante la
homeostasis (Nicholas A, et al., 2013; Chang et al., 2014).

El estudio de los macrdfagos y su relevancia en la progresion del cancer de mama

es un desafio debido a su gran plasticidad y su amplio espectro de activacion. En

este trabajo se usaron cortes de tejido de tumores primarios de cancer de mama
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4T1 para determinar los porcentajes de macréfagos polarizados y asi poder evaluar
el efecto de diferentes dosis de extracto hidrosoluble de Agave mapisaga sobre
ellos. En otros trabajos se ha abordado la presencia de macréfagos M1y M2 de
manera indirecta: con la medicion de la expresion de RNA mensajero de citocinas
por PCR tiempo real para cada perfil de macréfago, sin demostrar su presencia in
situ (Sadaf et al 2015) o usando bases de datos para evaluar su efecto clinico en

cancer de mama pero sin el uso de modelos in vitro o in vivo (Masanori et al; 2020).

8. CONCLUSION

En conclusion la administracion de 25, 50, 100 6 250 mg/kg de extracto hidrosoluble
de Agave mapisaga administrado via oral durante 27 dias a ratones BALB/c
isotransplantados con cien mil células 4T1, no mostro diferencias significativas en
el porcentaje de macrofagos CD68+NOS2 (M1) o CD68+CD206+ (M2), ni en el

crecimiento tumoral comparado con los ratones no tratados.
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10. APENDICE

APENDICE 1. SOLUCIONES

PBS 10x

« NaCl 40.30 g
« KClI 1.10 g
« Na2HPO4 5759
« KH2PO4 1.00 g

* dH20 cbp 500 ml

Paraformaldheido 4%
 Paraformaldheido

* PBS 1x

« Hidroxido de sodio
* HCI

Solucion de bloqueo
* PBS1xpH 7.4
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* Suero normal de burro (DNS) 5%

Solucién de lavado
* PBS1xpH 7.4

* Tween 20

* Azida de sodio

* H20d

Solucion de incubacion

* PBS 1x pH7.6

* Albumina serica bovina
e Suero normal bovino

* Azada de sodio

* Triton X-100

Solucion de contratincion
* DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol)
* PBS 1x

APENDICE 2. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Anestesia: Los ratones fueron anestesiados con 120 mg/kg de peso corporal de ketamina
y 24 mg/kg de peso corporal de xilacina en una solucion de 0.9% de cloruro de sodio como
vehiculo. La mezcla anestésica se realizo de la siguiente manera:

Componente Volumen por mililitro Concentracién final en la
mezcla anestésica inyectada

100 mg/mL de Ketamina 0.2 mil 20 mg/mi

20 mg/mL de Xylazina 0.2 ml 4 mg/ml

0.9% de NaCl 0.6 mi No aplica

Cada raton recibio seis microlitros de la mezcla anestésica por cada gramo de peso corporal
via intraperitoneal.
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Analisis morfometrico de macréfagos M1y M2 en el equipo ImageXpress®

Condiciones para la obtencion de imagenes para una laminilla electrocargada de

52 mm de largo en el equipo ImageXpress®

Numero de filas 5

Numero de columnas 7

Forma del area Circulo
W.D (um) | 4500 C.S (um) | 6500 P.I (mm) 127.8

Laminilla de 52 000 pm C.O (um) |52000 | R.S(um) | 4000 P.W (mm) | 85.5
R.O (um) |52500 | W.D (um) | 12610 [ P.H(mm) | 14.3

Fixed N.S X=47 Y=47

Sitio/1Z 657.72 657.72

Namero de sitios totales 16

Imagen 3.58 3.58

Columnas 4 315

Filas 4 315

Autoenfoque: F.on plate thickness

DAPI W1 Exp (ms) 500/500

W2 FITC Exp (ms) 400/500

W3 Cy5 Exp (ms) 600/1000

W4 Cy3 Exp (ms) 11/33000
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Condiciones de analisis de imagen en el programa Metaxpress®

Nucleos CD68 NOS2 CD206
Fluorocromo DAPI FITC Cy5 Cy3
Tiempo de exposicion | 200 ms 300 ms 300 ms 300 ms
Area Nucleo Nucleo y Nucleo y Nucleo y

citoplasma citoplasma citoplasma

Anchura minima 5 um 5 um 5um 5um
Anchura maxima 25 um 20 um 10 pm 7 pum
Area minima tefiida NA 15 uym? 20 ym? 20 pm?
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ANEXO 1. DICTAMEN DEL CICUAL

T T ey

FACULTAD DE QUIMICA
COMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO
Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO
OFICIO/FQ/CICUAL/269/18
ASUNTO: DICTAMEN

M. en C. MARIA ISABEL GRACTA MORA
UNIPREC

FACULTAD DE QUIMICA,UNAM.
Presente(s)

Por éste medio les informamos que el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM, ha revisado su protocolo:

Evaluacién del microambiente tumoral y metastasis mediante microscopia confocal en ratones
isotransplantados con cancer de mama y tratados con extracto hidrosoluble de Maguey Maxicano.

No. de animales empleados en el estudio: 75 ratones BALB/c hembras
Emitiendo el dictamen de:  APROBADO

Con una vigencia de: | afio posterior a la fecha de aprobacion.

Sin més por el momento le enviamos un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad Universitaria, Ciudad de México a 8 de febrero de 2018.

A Sy,

M. en C. Ma. Isabel Gracia Mora
Presidente

c.c.p. Dr. Felipe Cruz, Secretario Académico de Investigacion y Posgrado, FQ.
¢.c.p. Mira. Patricia Santilldn, Secretarfa Administrativa, FQ.
c.c.p. Expediente CICUAL.

74



	Portada
	Resumen
	Contenido
	1. Introducción
	2. Justificación   3. Hipótesis   4. Objetivo
	5. Material y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusión
	9. Referencias

