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3. RESUMEN

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es una patologia caracterizada por su dificil
tratamiento, rapida recaida y alto indice de mortalidad. Actualmente se ha relacionado al
CMTN con una sobreexpresion de la histona desacetilasa 8 (HDACS8), consideradndose un
promotor importante de la tumorigénesis. Los tratamientos con inhibidores de la enzima,
como el acido valproico, poseen elevada hepatotoxicidad. Por lo anterior, es importante
encontrar nuevos tratamientos que satisfagan los criterios de efecto terapéutico y menores
efectos secundarios. Prestegui-Martel y colaboradores (2016), disefiaron, sintetizaron y
evaluaron el compuesto anticanceroso SAHA-VPA, el cual mostr6 un prometedor efecto
antiproliferativo en la lineas celulares de cancer de mama. Sin embargo, los efectos
anticancer y toxicos del compuesto no han sido realizados “in vivo”, por lo que es importante
determinar si el SAHA-VPA puede ser utilizado como una droga anticancerigena. Objetivos:
1) Estandarizar un modelo de CM inoculando células de la linea 4T1 a la capsula renal de
un ratén receptor. 2) Estudiar las caracteristicas histopatologicas del tumor. 3) Sintetizar y
purificar el compuesto SAHA-VPA. 4) Alotrasplantar fragmentos del tumor a la cpsula renal
de ratones receptores y estudiar el efecto anticancerigeno y hepatotéxico y renal del
compuesto SAHA-VPA por histopatologia y pruebas de funcionamiento hepético y renal.
Resultados y Conclusiones: 1) Se sintetizaron 1.5 g del compuesto SAHA-VPA, 2) se
estandariz6 el modelo de CMTN “in vivo”. 3) Los resultados de microscopia, mostraron que
el SAHA-VPA tuvo un efecto antitumoral dependiente de la dosis, siendo la dosis de 30
mg/kg la més efectiva; los cambios histopatol6gicos mas evidentes fueron la vacuolizacion
citoplasmatica de las células tumorales, apoptosis y necrosis tisular. La disminucion de la
fibrosis tumoral fue dependiente de dosis. Las pruebas del funcionamiento hepético y renal
no mostraron diferencias significativas inherentes a los tratamientos sino al metabolismo

tumoral.
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4. ABSTRACT

Triple negative breast cancer (CMTN) is a pathology characterized by its difficult treatment,
rapid relapse and high mortality rate. Currently it has been related to CMTN with an
overexpression of histone deacetylase 8 (HDACS8), considering an important promoter of
tumorigenesis. Treatments with enzyme inhibitors, such as valproic acid, have elevated
hepatotoxicity. Therefore, it is important to find new treatments that meet the criteria of the
therapeutic effect and disminished side effects. Prestegui-Martel et al (2016), designed,
synthesized and evaluated the anti-cancer compound SAHA-VPA, which was a promising
antiproliferative effect in breast cancer cell lines. However, the effects against cancer and
toxic compounds have not been made "in vivo", so it is important to determine if SAHA-VPA
can be used as an anticancer drug. Objectives: 1) Standardize a BC model by inoculating
cells from the 4T1 line to the renal capsule of a mouse receptor. 2) Study the
histopathological characteristics of the tumor. 3) Synthesize and purify the SAHA-VPA
compound. 4) Alotrasplantar tumor fragments to the renal capsule of recipient mice and
study the anticancer and hepatotoxic and renal effect of the SAHA-VPA compound by
histopathology and liver and renal function tests. Results and conclusions: 1) 1.5 g of the
SAHA-VPA compound were synthesized, 2) the CMTN "in vivo" model was standardized.
3) The results of microscopy, show the SAHA-VPA had a dose-dependent antitumor effect,
with the dose of 30 mg/kg being the most effective; the most obvious histopathological
changes were cytoplasmic vacuolization of the tumor cells, apoptosis and tissue necrosis.
The decrease in tumor fibrosis was dose dependent. The liver and kidney function tests do

not have significant differences inherent to the treatments, but to the tumor metabolism.
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5. INTRODUCCION

5.1. Céancer

El cancer es una enfermedad de las células en la cual desarrollan una capacidad
proliferativa descontrolada con pérdida de los patrones normales del comportamiento
celular. El cancer surge de una serie de cambios genéticos (mutaciones) y epigenéticos,
gue usualmente involucra proteinas asociadas al ADN que influyen en la expresion génica
y que dan como resultado la transformacion maligna de las células cancerosas. Los
cambios en los genes responsables de la carcinogénesis pueden ser heredados o ser
adquiridos de novo (mutaciones somaticas), generalmente son producto de la exposicion a
sustancias del medio ambiente, como la radiacion ultravioleta, o conductuales como el
habito de fumar en que los individuos se exponen a productos quimicos del humo del
tabaco, o bien a la exposicion de agentes bioldgicos como algunos virus (Centro Nacional
de Equidad de Género y Salud Reproductiva, 2017; Mitrus, Bryndza, Sochanik, & Szala,
2012; Weitzel, Blazer, MacDonald, Culver, & Offit, 2011).

5.2. Céancer de mama triple negativo (CMTN)

El cancer de mama (CM) es una enfermedad heterogénea en su desarrollo y progresion,
debido a que el proceso invasivo esta asociado a una variedad de alteraciones moleculares,
dichas alteraciones conducen a diferentes subtipos de la enfermedad. Asi, el cancer de
mama se clasifica en: 1) Tumores mamarios tipo Luminal A y Luminal B, los cuales estan
relacionados con un buen prondstico ya que expresan receptores estrogénicos (ER). 2) Los
canceres de mama que expresan el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER-2%), los cuales no poseen receptores de estrégenos (ER negativos) y 3) Los tumores
de mama triple negativo (CMTN), los cuales son ER y HER-2 negativos) estan asociados a
un mal prondstico (Claude-Taupin, Boyer-Guittaut, Delage-Mourroux, & Hervouet, 2015;
Holliday & Speirs, 2011; Neve et al., 2006; Ng, Ong, Jegadeesan, Deng, & Yap, 2017; Perou
et al., 2000; Prat et al., 2010).

El CM sigue siendo el cancer femenino diagnosticado mas prevalente a nivel mundial con
un estimado de 1°671,149 nuevos casos diagnosticados anualmente y con una prevalencia

de 67232,108, lo que representa el 36.3% de todos los canceres. Los paises desarrollados
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presentan una mayor incidencia (Centro Nacional de Equidad de Género y Salud
Reproductiva, 2017).

Entre los subtipos de cancer mas peligrosos destaca el cancer de mama triple negativo
(CMTN), por su complejidad y pobres resultados terapéuticos. Debido a esto, ha capturado
la atencidén de investigadores basicos y clinicos. A la fecha, no parece haber aun un
consenso en relacion a la definicién del término “triple negativo”. Una de las definiciones
mas apropiadas quizas es la sefialada por Oakman y colaboradores (2010), quienes definen
el CMTN como “un estado inmunohistoquimico para canceres con biologia y conducta
clinica heterogénea” (Oakman, Viale, & Di Leo, 2010; Prat et al., 2010). El CMTN es un
concepto dentro de la oncologia que nace luego que se reconocieran los diferentes perfiles
genéticos del cancer de mama. Después de la identificacion del subtipo basal del cancer
de mama, denominado asi debido a que su perfil de expresién genético es similar al de
células basales, se observo que durante la evaluacion con estudios de inmunohistoquimica
para antigenos especificos, un grupo de tumores cancerosos no expresaron RE, receptores
de progesterona (RP) y de HER-2 (Livasy et al., 2006; Nielsen et al., 2004).

Dentro del grupo de CMTN, solo el 70% representa tumores basaloides verdaderos (Dogu
et al., 2010), los cuales presentan un perfil epidemioldgico diferente, caracterizado por ser
mas frecuente en mujeres afroamericanas y latinas, que en caucasicas (Carey et al., 2006).
En comparacion con los otros subtipos de cancer mamario (dependientes de hormonas), la
conducta biolégica del CMTN suele ser mas agresiva y con una mayor tendencia a
desarrollar metastasis, predominando las metéastasis viscerales a higado, pulmoén y sistema
nervioso central, asimismo, el curso clinico es mas agresivo, con recurrencias tempranas y

con mayor riesgo de muerte (Dent et al., 2007).

ElI CMTN ha desarrollado una conducta bioldgica diferente, su epidemiologia no ha sido
claramente precisada (National Comprehensive Cancer Network, 2018). Ademas, el
diagndstico, manejo y seguimiento del CMTN es un reto para el oncélogo clinico, ya que a
pesar de las alta tasa de una buena respuesta a la quimioterapia, la respuesta no es
permanente por lo que los resultados iniciales favorables son cortos ya que desarrollan
mecanismos de resistencia en precoz, siendo esta una paradoja del CMTN (Carey et al.,
2007). Por otro lado, estos tumores no responden a la terapia endocrina y no existe una

terapia blanco eficaz disponible (Zaharia & Gomez, 2013).
|
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En lo referente a la heterogeneidad del CMTN, concepto derivado del diferente resultado al
mismo tratamiento anti-cancer, el analisis molecular de los perfiles del RNA mensajero de
este subtipo de cancer ha permitido clasificar a estos tipos de cancer en los siguientes
subtipos: 1) Tipo basal con una mayor frecuencia que va del 71-91% de los casos de CMTN;
2) el segundo grupo con mayor frecuencia presenta una baja expresion de Claudina (Low-
Claudin), con una frecuencia del 30%, 3) el HER-2 enriquecido, es menos frecuente, 4) el
luminal A y luminal B, que son tumores con expresion normal de receptores, con un 9, 5, 6
y 1% de los casos de CMTN respectivamente (Oakman et al., 2010; Perou, 2010; Prat et
al., 2013). Por otro lado, Lehman y colaboradores (2011) propusieron otra clasificacion,
basada en estudios con microarreglos, en el que describen 7 subtipos de CMTN, en los que
ademas, difieren en su comportamiento clinico, sensibilidad a la quimioterapia vy

supervivencia (B. D. Lehmann et al., 2011; Vallejos et al., 2010).

En la poblacion latina, CMTN presenta una alta incidencia; en México la frecuencia fue del
23,1% (Lara-Medina et al., 2011; Marquez, Lacruz, & Borges, 2012; Vallejos et al., 2010).
Otros datos indican que las tasas mas altas de CMTN ocurre en mujeres jovenes y que
podrian estar asociados con una mayor probabilidad de mutacién en el gen BRCA1
(Foulkes et al., 2003). Asimismo, se ha descrito una mayor incidencia de CMTN en mujeres
de grupos socioecondmicos bajos (Lara-Medina et al., 2011).

AuUn no se precisan los factores de riesgo para el CMTN, lo que impide estrategias de
intervencion claras, sin embargo, se ha encontrado que a diferencia del cancer de mama
dependiente de hormonas, en el que la gestacion juega un papel protector, en el CMTN, la
gestacion parece ser un factor de riesgo importante, tal como lo describieron Phipps y
colaboradores (2011), ellos indican que las mujeres que tienen un mayor nimero de hijos
(tres o mas partos) tenian 1,4 veces mayor riesgo de desarrollar CMTN, sin embargo,
aquellas mujeres multiparas (tres 0 mas partos) tuvieron 22% menos riesgo de desarrollar
tumores hormonales (Phipps et al., 2011). Se ha propuesto una relacion entre la obesidad
y el riesgo de desarrollar cancer de mama dependiente de hormonas en las mujeres
posmenopausicas y se ha asociado a la conversion hormonal en los depdsitos de grasa a
estrégeno, sintesis mediada por la enzima aromatasa (Calle & Kaaks, 2004). Dado que el
CMTN no es dependiente de hormonas, su relacion con el sobrepeso no ha sido
esclarecida. Pieboron y Frankenfeld (2013), realizaron una revision sistematica de once

estudios epidemiologicos que incluyeron a mas de 24 mil pacientes con cancer de mama.
|
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Estos autores, encontraron que las mujeres premenopausicas y obesas tienen 1,4 veces el
riesgo de enfermar de un CMTN (Pierobon & Frankenfeld, 2013). Otro estudio realizado con
mas de 140 mil mujeres mostré que no existia asociacion entre el fenotipo triple negativo
con el consumo de alcohol o tabaco, pero si una asociacion sugerente entre el consumo de

alcohol y tabaco con los tumores de mama dependientes de hormonas (Kabat et al., 2011).

Por lo anterior, es que en este proyecto se propone la estandarizacion de un modelo animal
de alotrasplante de tumores para ser utilizado en la evaluacion de nuevos compuestos para

el tratamiento subtipos de esta patologia, asi como su toxicidad para érganos importantes.

6. ANTECEDENTES

6.1. Epigenética

La definicion actual de epigenética es "el estudio de cambios hereditarios en la expresion
génica que ocurren independientemente de los cambios en la secuencia de ADN primaria"
(Sharma, Kelly, & Jones, 2010). La mayoria de estos cambios hereditarios se establecen
durante la diferenciacion y se mantienen de manera estable a través de multiples ciclos de
divisién celular, lo que permite que las células tengan identidades distintas al tiempo que
contienen la misma informacién genética. Esta heredabilidad de los patrones de expresion
génica estd mediada por modificaciones epigenéticas. La falla en el mantenimiento
apropiado de las marcas epigenéticas hereditarias puede resultar en una activacion o
inhibicion inapropiada de varias vias de sefializacion y conducir a estados de enfermedad

como el cancer (Egger, Liang, Aparicio, & Jones, 2004; P. A. Jones & Baylin, 2002).

En adicion de las alteraciones genéticas en la secuencia de ADN, los canceres albergan
numerosas alteraciones epigenéticas, que regulan la expresion génica y las vias de
sefializacion en la célula maligna. Estas alteraciones ademas, pueden superar en nimero
a las alteraciones genéticas y, por lo general, ocurren temprano en la carcinogénesis
(Geutjes, Bajpe, & Bernards, 2012). Numerosos datos sugieren que la epigenética junto con
la genética se cruzan para promover la carcinogénesis en todas las etapas del desarrollo
del cancer. Cada vez mas, la secuenciacion gendémica de tumores humanos ha identificado

mutaciones en genes que codifican proteinas que regulan el epigenoma. Las alteraciones
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epigenéticas son en muchos casos dinamicas y reversibles, lo que representa objetivos

interesantes para la terapia del cancer (Bjornsson et al., 2008).

Los mecanismos epigenéticos de expresion génica implican diversas alteraciones
reversibles en la estructura de la cromatina sin cambios en la secuencia de nucleétidos. La
cromatina es el complejo macromolecular del ADN y las proteinas histonas que permite
empagquetar todo el genoma en una sola célula. La unidad funcional bésica de la cromatina
es el nucleosoma, un octdmero que contiene dos de cada una de las histonas H2A, H2B,
H3 y H4, alrededor de las cuales se envuelven 146 pb de ADN (Dawson, Kouzarides, &
Huntly, 2012). Los nucleosomas consecutivos estan separados por ADN enlazador,
generalmente de 20 y 50 pb de longitud (Segal & Widom, 2009). Clasicamente, el ADN
nucleosomal es menos accesible que el ADN del enlazador; el grado de compactacién de
nucleosomas influye fuertemente en la capacidad de las proteinas para dirigir secuencias
dentro del ADN, modulando la transcripcion, reparacién y replicacion de genes (Yang &
Schwartz, 2011). La estructura de la cromatina define el estado en el cual la informacion
genética en forma de ADN es organizada en el interior de la célula. Esta organizacién del
genoma en una estructura precisa y compacta que influencia enormemente la habilidad de

los genes para ser activados o silenciados (Sharma et al., 2010).

Los avances recientes en el campo de la epigenética han mostrado que las células
cancerosas humanas albergan anomalias epigenéticas globales, ademas de numerosas
alteraciones genéticas (P. A. Jones & Baylin, 2002; P. A. Jones & Martienssen, 2005). Estas
alteraciones genéticas y epigenéticas interactian en todas las etapas del desarrollo del

cancer, promoviendo simultaneamente la progresion del cancer (P. L. Jones et al., 1998).

Existen tres tipos principales de mecanismos epigenéticos: la metilacion del ADN, la
modificacion de la cola de las histonas y la regulacion no-micro del ARN micro (Yang &
Schwartz, 2011).

En las modificaciones de la cola de las histonas, las proteinas de histona, que comprenden
el nacleo de nucleosoma, contienen un dominio C-terminal globular y una cola N-terminal
no estructurada (Luger, Mader, Richmon, Sargent, & Richmond, 1997). Las colas N-
terminales de las histonas pueden experimentar una variedad de modificaciones covalentes

postraduccionales que incluyen metilacién, acetilacion, ubiquitilacion, sumoilacién vy
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fosforilacion en residuos especificos. Estas modificaciones regulan los procesos celulares
clave, como la transcripcion, la replicacion y la reparacién (Kouzarides, 2007). El
complemento de modificacién se propone para almacenar la memoria epigenética dentro
de una célula en forma de un "cdédigo de histona" que determina la estructura y la actividad
de diferentes regiones de cromatina (Jenuwein & Allis, 2001).

Las modificaciones de las histonas funcionan ya sea cambiando la accesibilidad de la
cromatina o reclutando y/u ocluyendo proteinas efectoras no histonas, que decodifican el
mensaje codificado por los patrones de modificacion. EI mecanismo de herencia de este
cbdigo de histonas, sin embargo, todavia no se entiende completamente. A diferencia de la
metilacién del ADN, las modificaciones de las histonas pueden conducir a la activaciéon o
represion dependiendo de qué residuos se modifican y el tipo de modificaciones presentes.
Por ejemplo, la acetilaciébn de lisina se correlaciona con la activacion transcripcional
(Hebbes, Thorne, & Cranerobinson, 1988; Johnstone, 2002; Kouzarides, 2007), mientras
que la metilacién de lisina conduce a la activacién o represién transcripcional dependiendo

de qué residuo se modifica y el grado de metilacion (Kouzarides, 2007) (Fig. 1).

HDAC HDAC

Figura 1. La estructura de la cromatina regula la actividad transcripcional. a) La metilacion del ADN y la
desacetilacion de histonas inducen una configuracion “cerrada” (condensada) de la cromatina y por ende la
represion transcripcional; b) la acetilacion de histonas y la desmetilacion del ADN relaja la cromatina,
permitiendo la activacion de la transcripcion. Modificado de Johnstone, Nat. Rev.Drug Discov., 2002.

Se han identificado una amplia gama de maodificaciones de histonas activas y represivas,
gue constituyen una compleja red reguladora de genes esenciales para las actividades
fisiologicas de las células (Bernstein, Meissner, & Lander, 2007; Kouzarides, 2007). Los
estudios gendmicos que muestran una localizacion clara y patrones combinatorios de estas

marcas de histonas en el genoma han aumentado significativamente nuestra comprension
[ - - - - - - - - - - - " - - - - - - - - - "
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de como estas diversas modificaciones actian de forma cooperativa para regular los
patrones globales de expresion génica (Barski et al.,, 2007; Z. Wang et al., 2008). Los
patrones especificos de las modificaciones de las histonas estan presentes en distintos
tipos de células y se propone que desempefian un papel clave en la determinacion de la
identidad celular (Sharma et al., 2010).

Gracias a los recientes avances en la secuenciacion de alto rendimiento, se ha logrado el
mapeo del genoma y de los cambios de la cromatina que se producen durante la
tumorigénesis. Estos estudios han revelado una pérdida global de H4-lisina 16 acetilada
(H4K16ac) y trimetilacién H4-lisina 20 (H4K20me3) (Weisenberger et al., 2006). Tal pérdida
de acetilacion de histonas, mediada por enzimas llamadas histona desacetilasas (HDACs),
da como resultado la represion génica. Las HDACs a menudo se encuentran
sobreexpresadas en varios tipos de cancer convirtiéndose en un objetivo principal para la
terapia epigenética (Fraga et al., 2005; Zhao et al., 2009). Las enzimas histona acetilasas
(HATSs), que funcionan conjuntamente con HDACs para mantener los niveles de acetilacion
de histonas, pueden regular la expresion de genes relevantes para el cancer y luego
desempefiar un papel positivo en la carcinogénesis y la progresion tumoral (Baylin & Ohm,
2006; De Souza & Chatterji, 2015).

6.2. Histona desacetilasas (HDACSs)

Hay dos familias de proteinas con actividad HDAC: la familia SIR2 dependientes de NAD+
y la familia clasica HDAC. Los miembros de la familia clasica HDAC se dividen en dos clases
filogenéticas diferentes, a saber, la clase | y la clase Il (Fig. 2) (Bjerling et al., 2002; Fischle
et al., 2002). Las HDAC de clase | (HDACL, 2, 3y 8) estan mas estrechamente relacionadas
con el regulador transcripcional de levadura (Saccharomyces cerevisiae) RPD3. Las HDAC
de clase Il (HDAC4, 5, 6, 7, 9 y 10) comparten dominios con similitud con HDAC1, otra
desacetilasa encontrada en levadura (Bjerling et al., 2002). Actualmente se piensa que las
HDACSs de clase | se expresan en la mayoria de los tipos celulares, mientras que el patrén
de expresion de las HDACs de clase Il es mas restringido, lo que sugiere que podrian estar
involucrados en la diferenciacion celular y procesos del desarrollo (Buggy et al., 2000; de
Ruijter, van Gennip, Caron, Kemp, & van Kuilenburg, 2003; Galasinski, Resing, Goodrich,
& Ahn, 2002).
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Figura 2. Clasificacion de HDACs. Tomado de Ruijter et al., Biochemical Journal, 2003.

Para ejercer su funcién, las HDACs deben estar en el ndcleo, lugar donde se encuentra su
sustrato predominante. La localizacion nuclear de las HDACs se produce a través de una
sefial de localizacion nuclear (NLS) o mediante co-localizacién junto con otras proteinas
HDACSs. La mayoria de las HDACs contienen un NLS, pero algunas también pueden ser
citosolicas; esto depende de otros dominios reguladores. Las HDACs de Clase | se
encuentran casi exclusivamente en el nacleo. Debido a la sobreexpresion de la HDACS8
(necesaria debido a su baja abundancia), se pudo demostrar que esta proteina era
localizada en el nucleo (Van den Wyngaert et al., 2000).

El mecanismo de accion de las enzimas HDACs implica la eliminacién del grupo acetilo de
las histonas que componen el nucleosoma. La hipoacetilacion produce una disminucion en
el espacio entre el nucleosoma y el ADN que se envuelve alrededor de él. Una mayor
envoltura del ADN disminuye la accesibilidad de los factores de transcripcion, lo que lleva
a la represion transcripcional (Strahl & Allis, 2000; Wade, 2001). El dominio catalitico de la
HDAC esta formado por un fragmento de aminoacidos C390 que consiste en un conjunto
de aminoacidos conservados. El sitio activo consiste en un bolsillo tubular suavemente
curvado con un fondo mas ancho (Finnin et al., 1999). La eliminacion de un grupo acetilo
se produce a traves de un sistema de carga-relevo que consiste en dos restos de histidina
adyacentes, dos residuos asparticos y un residuo de tirosina (Buggy et al., 2000; Finnin et

al., 1999). Un componente esencial del sistema de relevo de carga es la presencia de un
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ion Zn*, éste &tomo esté unido al sitio de union de zinc en el fondo del bolsillo. Sin embargo,
se requieren otros co-factores para la actividad de la HDAC. La funcion los inhibidores de
la HDAC es desplazar el ion de zinc y hace que el sistema de relevo de carga sea
disfuncional (Finnin et al., 1999).

Se pueden esperar efectos tanto positivos como negativos de las HDACs en los
mecanismos oncogénicos Yy oncosupresores. Debe existir un balance en dichos
mecanismos, cualquier cambio en este balance puede tener consecuencias dramaticas en
el fenotipo de la célula. Hay pocos estudios pero significativos del efecto de la disrupcion
del balance entre HAT y HDAC en tumores solidos, en los que se han observado
mutaciones e inactivaciones de HATs especificas en un nimero pequefio de pacientes de
cancer (Minucci, Nervi, Lo Coco, & Pelicci, 2001). Un analisis mas exhaustivo de un panel
de tejidos normales, lineas celulares de cancer y tumores primarios ha mostrado una
pérdida generalizada de formas de la histona H4 monoacetilada (en K16) y trimetilada (en
K20) en un gran numero de tumores. Esta pérdida ocurre en secuencias repetitivas de ADN
y es paralela a la pérdida global de metilacién del ADN en estas areas, que también esta
asociada con la tumorigénesis (Fraga et al., 2005). Los bajos niveles de acetilacion de
histonas, que por si solos no son suficientes para hacer predicciones estadisticamente
significativas, se correlacionan con un peor resultado clinico. Ademas, la expresion de las
enzimas HDAC en si mismas puede estar regulada por incremento o disminucién en varios
tipos de cancer. Sin embargo, la mayoria de los estudios muestran que existe una variacion
considerable en los niveles de expresion entre tumores de la misma entidad. En general, la
expresion de las HDACs de clase | tiende a ser mayor en las muestras tumorales en
comparacion con el tejido normal correspondiente. Por el contrario, las HDACs de clase I
parecen estar reguladas negativamente y la elevada expresion se correlacioné con un mejor
pronéstico (Weichert, 2009). Hasta la fecha, sin embargo, la evidencia mas convincente de
que las HDACs se comportan de manera diferente en las células cancerosas que en las
células normales se deriva de la manipulacién farmacologica de las HDACs a través de
HDACI (Minucci & Pelicci, 2006).

6.2.1. Histona desacetilasa 8 (HDACS)
La HDACS8 es una HDAC clase | dependiente de zinc que contiene 377 aminoacidos (42
kDa) que se expresa de forma ubicua y que puede localizarse en el nacleo (sitio primario)
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o el citoplasma (Buggy et al., 2000; Hu et al., 2000; Li et al., 2014; Van den Wyngaert et al.,
2000). La HDACS procede de otras enzimas de clase | al principio de la evolucion, lo que
indica una especializaciéon funcional discreta (Gregoretti, Lee, & Goodson, 2004). Algunas
proteinas Unicas no histonas, como la cohesina, el receptor de estrégeno alfa (ERa) o la
proteina de unién a actina cortical (cortactina), se han relacionado con la HDACS8 (Deardorff
etal., 2012; Olson et al., 2014; Wilson, Tremblay, Deblois, Sylvain-Drolet, & Giguere, 2010).
Por lo tanto, controla diversos procesos, como la separacién de crométidas hermanas, la
homeostasis energética, la integridad de los microtibulos y la contraccion muscular
(Deardorff et al., 2012; Li et al., 2014; Wilson et al., 2010). En consecuencia, no es
sorprendente que la HDACS8 tenga un papel multifacético en la fisiopatologia humana. En
el cancer, la HDAC8 esta desregulada, sobreexpresada o interactla con factores de
transcripcion (M. Lehmann et al., 2014; Park et al., 2011; Qian, Zhang, Jung, & Chen, 2014;
Yan et al., 2013).

Mecanicamente, la HDACS interacciona con diversas macromoléculas: (i) SOX4 induce la
expresion de HDAC8, SOX4 es un gen objetivo directo de FRA2/JUND (Higuchi,
Nakayama, Arao, Nishio, & Yoshie, 2013). (ii) Se ha demostrado que la HDACS8 afecta la
actividad de la telomerasa al proteger la proteina de telomeros humanos cada vez mas
cortos 1B (hEST1B), la cual se acorta en los telomeros humanos frente a la degradacion
mediada por ubiquitina, una funcién dependiente del estado de fosforilacién de la HDACS.
Como resultado, los telomeros escapan al acortamiento y, en consecuencia, las células
escapan a la senescencia (Lee, Sengupta, Villagra, Rezai-Zadeh, & Seto, 2006). (iii) la
HDACS8 se asocia con DEC1 para regular a la alza la expresién de Tap73 y controlar el
equilibrio de este supresor tumoral (Qian et al., 2014). (iv) La HDACS reprime la expresion
de SOCS1/3, que a su vez potencia la expresion de JAK2/STAT vy el crecimiento celular
(Gao et al., 2013). (v) La HDACS interactia con STAT3 para reprimir la transcripcion del
factor modificador Bcl-2- (BMF). BMF tiene una funcion importante en la ejecucion de la
apoptosis desencadenada por el metabolito metilselenopiruvato, que es un inhibidor de la
HDACS8 (Nian, Bisson, Dashwood, Pinto, & Dashwood, 2009). (vi) El agotamiento de la
HDACS disminuye la expresion de homeobox A5 (HoxA5) dependiente de tipo salvaje (WT)
y p53 mutante (mtp53) (Yan et al., 2013). La HDACS8 es necesaria para la expresion de p53,
independientemente de si es WT o estd mutado. Sin embargo, la deplecion o inhibicion de
la HDACS solo afecta la proliferacion de aquellas células que albergan una mutacion de
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p53. Esto sugiere que los inhibidores de la HDACS8 pueden actuar como un adyuvante para
tumores que portan un p53 mutante (Oehme, Deubzer, Lodrini, Milde, & Witt, 2009). (vii) La
inhibicion de la HDACS por siARN u otros inhibidores conduce a la muerte celular, apoptosis
y diferenciacion celular (Chakrabarti et al., 2015) (Fig. 3).
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Figura 3. Descripcién general de los roles biolégicos seleccionados de la histona desacetilasa 8
(HDACS). Interacciones moleculares representativas de HDAC8 con proteinas cruciales en el cancer.
Modificado de Chakrabarti et al., Trends in Pharmacological Science, 2015.
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Como se comentd previamente, una de las alteraciones epigenéticas mas comunes en
cancer es la expresion alterada de la HDACs, tanto en tumores hematolégicos como en
sélidos. A su vez, se ha demostrado que la proteina HDAC8 se sobreexpresa como un
mecanismo de resistencia a la terapia antineoplasica, favoreciendo los procesos
metastésicos, mediante la represion de la transcripcion génica. El silenciamiento de genes
supresores tumorales (ej, p21) a través de la hipoacetilacion, es una caracteristica distintiva
de muchos tipos de cancer, y gira a través de la inhibicién de la HDAC, mediante dicha

inhibicion se han demostrado beneficios clinicos (Hyun-Jung & Suk-Chul, 2011).

Lainvasion del cancer y la metastasis son las principales causas de mortalidad en pacientes

con cancer de mama. La metastasis tumoral consiste en adhesién celular, invasion y
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angiogénesis. Se ha reconocido a las metaloproteinasas de la matriz (MMP) como
importantes mediadores de la degradacion de la matriz extracelular (ECECM). Park y
colaboradores (2011), determinaron que la sobreexpresién de las HDACS, 4 y 6, estan
involucradas en el aumento de la capacidad invasiva de lineas celulares de cancer de mama
(MCF-7 y MDA-MB-231), asi como aumento en la expresion de ARNm de la MMP-9 y
(Cavallaro & Christofori, 2001; Eiseler et al., 2009; Park et al., 2011).

A pesar de contar con diversos estudios sobre el efecto de la HDAC8 en cancer, los estudios
sobre la participacion de ésta enzima en el cancer de mama triple negativo (CMTN) son
escasos. De acuerdo con Freed-Pastor y Prives (2012), la mutacién del gen p53 es la mas
frecuente en los carcinomas mamarios (Freed-Pastor & Prives, 2012). Dicha mutacién
confiere a la proteina p53 funciones oncogénicas, mediante su interaccion con otros
factores de transcripcion, lo que posteriormente conduce a que p53 tenga un papel
oncogénico en la tumorigénesis y metastasis (Walerych, Napoli, Collavin, & Del Sal, 2012;
Xu et al., 2011).

Actualmente, las evidencias apuntan a que la proteina del gen mtp53 se encuentra
sobreexpresada en las células de CMTN y esta involucrada en su resistencia a la apoptosis
e inhibicion a la autofagia (Braicu et al., 2015). Se ha establecido que pacientes con CMTN
y una mutacion en p53 presentan una mala respuesta a la quimio y radioterapia y un
pronéstico desfavorable con una reduccién en el tiempo de supervivencia. Por lo anterior,
la supresion de la expresion del mtp53, puede ser un enfoque potencial para suprimir la
progresion y aumentar la sensibilidad a la apoptosis de las células de CMTN (Liu et al.,
2014; Turner et al., 2013).

6.3. Inhibidores de HDACs

El potencial anticancerigeno de los inhibidores de la HDAC (HDACI) proviene de su
capacidad de afectar varios procesos celulares que estdn desregulados en células
neoplasicas. En su mayor parte, la activacion de los programas de diferenciacion, la
inhibicion del ciclo celular y la induccion de apoptosis son las principales actividades
antitumorales de estos compuestos. Ademas, la activacion de la respuesta inmune del
huésped y la inhibicién de la angiogénesis también podrian tener un papel importante en la

regresion tumoral mediada por los inhibidores de HDAC “in vivo” (Johnstone, 2002).
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Los HDACi pueden ser agrupados estructuralmente en al menos cuatro clases:
hidroxamatos, péptidos ciclicos, &cidos alifaticos y benzamidas. El Tricostatin A (TSA) fue
el primer hidroxamato natural con actividad inhibitoria sobre las HDACs. Vorinostat (SAHA),
el primer inhibidor de la HDAC aprobado por la FDA, el cual es estructuralmente similar al
TSA, actualmente se utiliza para el tratamiento refractario y recaida del linfoma cutéaneo de
células T. Otros inhibidores de la HDAC tales como los &cidos alifaticos (butirato,
fenilbutirato, y acido valproico) son relativamente débiles, con actividad a concentraciones
milimolares (Mm) (Hyun-Jung & Suk-Chul, 2011) (Fig. 4).
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Figura 4. Clasificacion general de inhibidores de la HDAC. El acido hidroxamico de suberoilanilida (SAHA)
muestra actividad a concentraciones pM. El acido valproico presenta actividad a concentraciones mM y es
especifico de HDAC clase | y clase lla. Modificado de Hyun- Jung & Suk-Chul, American Journal Of Translational
Research, 2011.

Los HDACI tienen multiples efectos bioldgicos como consecuencia de la alteracion en los
patrones de acetilacion de las histonas y muchas proteinas no histonas, dichos efectos van
desde la regulacion de la expresion génica, apoptosis (vias intrinseca y extrinseca), paro
del ciclo celular, diferenciacion e inhibicion de la angiogénesis, asi como actividad
inmunomoduladora que puede contribuir a mediar en sus efectos anticancerigenos.
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Ademas, a diferencia de la mayoria de los agentes anticancerigenos, los HDACi pueden
inducir la muerte en células transformadas tanto en fase proliferativa como no proliferativa
del ciclo celular (Fig.5) (West & Johnstone, 2014).
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Figura 5. Objetivos moleculares de las HDACs, las vias celulares descendentes y los resultados
anticancerigenos de la inhibiciéon de las HDACs. Los sustratos incluyen histonas y proteinas no histonas.
Las histonas son los sustratos principales para HDAC -1, -2 y -3, mientras que otras proteinas celulares son
blanco de una o mas de las HDACs de las clases | y Il. Se muestran algunos sustratos conocidos para las
HDACs, cambios moleculares de regulacion a la baja que ocurren después de la inhibicion de las HDACs, y
vias biolégicas asociadas que median las respuestas antitumorales. Las consecuencias biolégicas mejor
caracterizadas del tratamiento con los HDACI de las células tumorales se muestran en el nivel mas bajo del
diagrama. SMC3 (mantenimiento estructural de los cromosomas 3); GCMa (células gliales que carecen del
homoélogo 1); HAT (histona acetiltransferasa); HP1 (proteina heterocromatina 1). Modificado de West and
Johnstone, The Journal of Clinical Investigation, 2014.

Los HDACI aumentan la expresion de casi todos los genes que se suprimen en el cancer.
El nimero y tipo de genes cuya transcripcion esta alterada por los HDACI esté determinado,
en parte, por la duracion de la exposicion de las células al inhibidor, el HDACIi al que estan
expuestas las células y el tipo de célula transformada estudiada (Ungerstedt et al., 2005).
Algunos cambios en la expresion génica parecen ser un efecto directo de los HDACI sobre

el promotor del gen y el complejo del factor de transcripcion, mientras que otros cambios
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en la expresion génica son efectos posteriores. Si bien los patrones de alteracion de la
expresion génica son similares para diferentes inhibidores de las HDACSs, existen

diferencias inducidas por diferentes inhibidores (Peart et al., 2005).

Los HDACIi han demostrado tener multiples efectos en lineas celulares de cancer. Estos
efectos incluyen la alteracion en la expresién de genes y diferenciacion, induccion de la
muerte celular, reduccion en la proliferacion y/o arresto del ciclo celular, dichos efectos se
llevan a cabo por la disminucion o aumento en la expresibn de macromoléculas
involucradas en dichos mecanismos, como son la disminucion en la expresion de la proteina
inhibidora de FLICE (FLIP) o la proteina inhibidora de la apoptosis, ambas participan en la
evasion de apoptosis, la disminucién del factor de crecimiento epitelial vascular (VEGF), el
cual promueve la formacién de vasos sanguineos, contribuyendo al crecimiento tumoral
(Stearns, Zhou, & Davidson, 2007) (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos biolégicos multiples de los inhibidores de las histona desacetilasas. Modificado de
Stearns, Zhou & Davidson, Cancer Investigation, 2007.
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En relacién con los inhibidores de la HDAC8 especificamente, se ha encontrado que el
compuesto SB-379278A, PCI-34051 y Cpd2 no alteran la acetilacién de histonas en
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contraste con los inhibidores selectivos de las HDACs de clase |. Esto concuerda con la
observacién de que la deplecion de la HDAC8 no aumenta la acetilacién de histonas en
contraste con la deplecion de la HDAC2. A pesar de no afectar la acetilacion de histonas,
los inhibidores selectivos de la HDAC8 pueden inducir fenotipos particulares en células
tumorales tales como apoptosis, bloqueo del ciclo celular y diferenciacion. Esto sugiere que
los inhibidores selectivos de la HDACS8 no acttian a través de la induccion de la acetilacion
de histonas en ciertos sitios promotores, sino que pueden actuar cambiando el nivel de
acetilacion de las proteinas diana que no son histonas (Balasubramanian et al., 2008; Hu
et al., 2003; Krennhrubec, Marshall, Hedglin, Verdin, & Ulrich, 2007; Oehme et al., 2009).
Por lo tanto, la inhibicién selectiva de la HDAC8 puede activar la apoptosis o los programas
de diferenciacion en células cancerosas independientemente de la acetilacion de las
histonas en general (tabla 1) (Witt, Deubzer, Milde, & Oehme, 2009).

6.3.1. Acido valproico

El valproato o acido valproico (VPA) es un &acido graso de cadena de 8 carbonos ramificada,
sintetizado por Burton en 1882 (Fig. 6). En la actualidad, el VPA es el farmaco mas utilizado
para tratar la epilepsia generalizada y también es eficaz en la epilepsia parcial. Ademas, el
VPA es utilizado con mayor frecuencia para tratar los trastornos bipolares, la migrafa y el
dolor neuropético. Aunque originalmente se consider6 de baja toxicidad,
desafortunadamente se demostrd que VPA tiene un potencial teratogénico considerable en
humanos, lo que lleva a espina bifida en 1-2% de los fetos humanos expuestos al
compuesto durante las etapas tempranas del embarazo. Durante los Ultimos afios, se ha
hecho evidente que las malformaciones producidas por VPA estan relacionadas con
distintas propiedades antitumorales de este compuesto. Esta propiedad antitumoral ha
abierto la posibilidad de utilizar el VPA en el tratamiento del cancer (Blaheta, Nau, Michaelis,
& Cinatl, 2002).
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Figura 6. Estructura del acido valproico (VPA). Modificado de Hyun- Jung & Suk-Chul, American Journal Of
Translational Research, 2011.

El VPA modula la expresion de las moléculas p21WAF1 / CDKN1A (Cheng et al., 2007),
una ciclina dependiente de quinasa (CDK) generalmente asociada con el paro del ciclo
celular en la fase G1/S. La apoptosis inducida por VPA, a través de la ruta extrinseca que
implica la participaciéon de la cascada dependiente de caspasa-8, sensibiliza las células a
desarrollar apoptosis mediada por TRAIL / Apo2L aumentando la expresion de DR4 y DR5
en 3y 14 veces, respectivamente. En ausencia de TRAIL/Apo2L, el VPA puede reducir la
expresion de factores antiapoptéticos que actian sobre las vias apoptéticas tanto
intrinsecas como extrinsecas, incluidas las c-FLIP, proteinas asociadas con DISC y Bcl-
2/Bcl-x.. Cuando se aplica con TRAIL/Apo2L, el VPA aumenta la muerte celular y la
actividad de caspasa-3. Estos resultados se reprodujeron en leucemias (mieloide aguda y
linfatica cronica), canceres toracicos y carcinoma hepatocelular (Fig.7) (Chateauvieux,
Morceau, Dicato, & Diederich, 2010; lacomino, Medici, & Russo, 2008; Lagneaux et al.,
2007; Schuchmann et al., 2006; Ziauddin et al., 2006).

VPA induce la caspasa-11 y FAS-L a nivel transcripcional, y caspasa-3 a nivel protedmico
durante la exposicion (Phillips, Bullock, & Plant, 2003). Los largos periodos de tratamiento
dan como resultado la potenciacion de la apoptosis dependiente de Fas asociada con una
sobreexpresion de Fas y Fas ligando y un papel central en la inhibicion de Bcl-2 (Fig 7)
(Angelucci et al., 2006).

En el cancer de mama, el VPA inhibe el crecimiento de lineas celulares independientes de
los receptores de estrogenos (Mongan & Gudas, 2005; Olsen, Meussen-Elholm, Roste, &
Tauboll, 2004), potencia la accion del tamoxifeno, el raloxifeno, el fulvestran y el letrozol, e
induce la regresion del tumor en xenoinjertos. Sorprendentemente, el tratamiento

combinado con VPA y tamoxifeno inhibe las células de adenocarcinoma de Ishikawa, que
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normalmente proliferan en respuesta al tamoxifeno (Hodges-Gallagher, Valentine, Bader, &
Kushner, 2007).
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Figura 7. Representacion esquematica de los blancos directos e indirectos del VPA. Los principales
objetivos directos conocidos para VPA son canales ionicos y ABAT (en verde). Accién epigenética de VPA (en
violeta) como actividad de HDACI: el VPA se dirige al sistema transcripcional y principalmente inhibe
directamente las HDACs clase | (subcategorias 1, 2 y 3) y menos fuertemente a las de clase Il / a (subcategorias
4,5y 7), pero induce a la actividad de las HDACs 9 y 11, e indirectamente inhibe la funcién de SMC y DNMT.
Probablemente debido a sus propiedades epigenéticas, o interacciones aun no establecidas, el VPA altera,
directa o indirectamente, la expresion de muchas moléculas involucradas en las vias moleculares, como la
apoptosis, la inflamacion, la diferenciacién y la proliferacion (en rojo). Modificado de Chateauvieux et al., J
Biomed Biotechnol, 2010.

I —

CYNTHIA GUADALUPE RAMIREZ FARIAS, 2018. 24



Ademas, se ha observado que otras moléculas blanco como la activacion del receptor
activado por el proliferador de peroxisoma d (PPARd) y la modulacion de la via de
sefializacién de Wnt, pueden estar implicados tanto en la actividad antitumoral del VPA
como en su teratogenicidad. Tanto los efectos antitumorales como los teratogénicos del
VPA asi como su interaccion con algunas de las moléculas blanco antes mencionados
también se han asociado con su actividad como inhibidores de las HDACs (Gottlicher et al.,
2001, Phiel et al., 2001) especificamente, inhibe las HDACs 1, 2, 3y 8 en el rango milimolar,
pero es ineficaz contra las HDACs de clase Il. Actualmente, el acido valproico esta siendo
ensayado en varios tipos de cancer en los que se ha observado una elevada
hepatotoxicidad y baja potencia como agente antiproliferativo (tabla 2) (Khan et al., 2008;
Miller, Witter, & Belvedere, 2003).

May colaboradores (2017), demostraron el efecto del VPA en células MCF-7, determinando
gue le VPA inhibe el crecimiento, induce apoptosis (caspasa-3y 9), arresto del ciclo celular
(G1) posiblemente por el aumento de p21 y disminucién de la ciclina D1 de manera

dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion (Ma, Wang, Gu, & Zhao, 2017).

6.3.2.Acido hidroxamico de suberoilanilida (SAHA)

El acido hidroxamico de suberoilanilida (SAHA), fue el primer inhibidor de las HDACs
aprobado por la FDA como terapia anticancerigena en linfoma cutaneo de células T
avanzado, pertenece a una generacion de compuestos llamados compuestos hibridos
polares (CHP), su nombre proviene de su estructura, la cual tiene en comun dos grupos
polares separados por una cadena apolar metilada de 5-6 carbonos, los cuales tiene como
estructura prototipo a la hexametilenbisacetamida (HMBA) (Richon et al., 1998). SAHA fue
sintetizado con el fin de probar si un grupo hidrofébico fenilo terminal podria incrementar su
actividad con una menor toxicidad que HMBA. La estructura de SAHA esta relacionada con
la del tricostatin A (Fig.8).
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Figura 8. Estructura del acido hidroxamico de suberoilanilida. Modificado de Richon et al., Proceedings
Of The National Academy Of Sciences, 1998.

El SAHA es capaz de inducir la diferenciacion y/o la muerte celular por apoptosis en células
transformadas in vitro e in vivo (De Souza & Chatterji, 2015). Se cree que el mecanismo de
accion del SAHA es resultado de la inhibicion de la actividad de las HDACs (Tabla 2),
resultando en la acumulacion de proteinas acetiladas, incluyendo histonas. Esté inhibicion
tiene multiples efectos celulares, entre los que se incluyen alteracién de la transcripcion de
infinidad de genes, via acetilacién de histonas y factores de transcripcion, asi como efectos
no transcripcionales como, paro del ciclo celular por inhibicién de la mitosis (Marks, 2007).
Se ha observado que SAHA afecta la induccion de la expresion de varios genes (p21, TBP-
2, metalotioneina Il, histona H2B), mientras que otros son reprimidos (Ciclina D, ErbB2,

timidilato sintasa, importina ) (Richon, 2006) (Fig. 9).
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Figura 9.Mecanismo de accion propuesto de la induccién del paro del ciclo celular y apoptosis por
SAHA. Modificado de Richon, British Journal of Cancer, 2006.
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Tabla 2. Representacion de la potencia inhibidora relativa de varios compuestos pan y selectivos de
clase | y clase Il. Modificada de Witt et al., Cancer Letters, 2009.

INHIEIDOR Clase llA Clse lIB Clase I¥
HDAC1 HDACZ2 HDAC3} HDACS| HDAC4 HDACS HDAC? HDACS| HDACE HDACI0 | HDACT
w |TSA rid nid
E Yorinostat [SAHA) rid nid
2 |nvP-LAGE?S rd nd
£ |Panbinostat nid
T |Belinostat | | nd
& |Pcl-zazs nd
MS-275 nd
MGCDO0103
Depsipeptido nd nid nd
_ | Apididina nd nid nd
z Acido valproico nd rd nd
% | Trapozin nd rid nid nid nd
E SB-4292M nd nd nd nid nd nd
_-g Bispiridinudieno nd rid nd rid rid nid
E SHI-1:2 nd nd nd
= |r30s465 nd nd nd [ nd
5B-379278A nd nid nd id rid nd
PCI-34051 nd nd nd nd
Cpd2 nid nd nd nd nd nd
¥ Derivados de APHA rd nd nd nd nd rd nd nd
E ; Tubacina nid nd nd nd nd nd
E ,'_; Mercaptoacetamida nid nd nd nd nd nd
= NCT-10al14a nid nd nd nd nd nd nd

Inhibizidn fuere (CES0 < 5 veces « CESO en relacidn con la isaforma HOAC mas sensible)

Inhibician débil [CES0 * S weces » CESO enrelacidn con la izoforma HOBC mas sensible)
| |NMoinhibicion [CESO > 100 wveces » CESO en relacion con la isoforma HOAC mas sensible]
Mo hay datos publicados

Basados en el conocimiento quimico de los ligandos y/o sus blancos terapéuticos, es
posible disefiar moléculas al combinar diferentes farmacéforos capaces de alcanzar
diferentes sitios blanco en una misma proteina o diferentes proteinas (compuestos bi-target
o multi-target), los cuales podrian mejorar el efecto antiproliferativo y por consecuencia la

eficiencia del tratamiento anticancerigeno (Achenbach, 2013).

Considerando que los HDACI tienen probada actividad antitumoral al inducir cambios
epigenéticos en la expresion de genes, asi como la hepatotoxicidad del acido valproico,
Prestegui-Martel y colaboradores (2016), realizaron el disefio in silico de una molécula aril
derivada del acido valproico (SAHA-VPA), la cual conserva el nlcleo arilamida del SAHA
con diversos sustituyentes en el grupo carboxilo, esperando con esto aumentar el efecto
inhibitorio del VPA con una menor toxicidad en células no tumorales, conservando asi las
propiedades de unién del VPA con una region de la proteina de las HDACs, que Vannini 'y
colaboradores describieron en 2007, como el sitio de lanzadera de acetilo (ASL) el cual es
removido durante la catdlisis, dicho sitio se encuentra cercana al sitio estérico, y el cual se
encontré que aumenta la afinidad del VPA a la HDACS (citado por Prestegui-Martel et al.,
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2016 y Bermudez-Lugo et al 2012). Ademés se observé que la diferencia en la afinidad
depende del tipo y cantidad de interacciones débiles causadas por el grupo quimico
sustituido, que interactla electrostaticamente con el atomo de zinc en la HDACS,
proporcionando a esta enzima una carga negativa parcial. La contribucién de los derivados
de arilo de VPA muestra una postura de union diferente al observado para el compuesto
lider. Esto significa que la adicién de arilo induce un reconocimiento del sitio de union del
SAHA, lo que explica las mejores afinidades para los derivados en comparacion con el
observado para el VPA solo (Bermudez-Lugo et al., 2012; Prestegui-Martel et al., 2016)
(Fig. 10).

(A (B)

©)

Figura 10. Interacciones de diversos compuestos aril derivados de VPA, incluido el N-(2-hidroxifenil)-2-
propilpentanamida. (A) Los ligandos son capaces de adoptar la misma posicion de unién. (B) N-(2-hidroxifenil)-
2-propilpentanamida se coordina con el &tomo de Zn*3. (C) y (D) se muestra la cavidad en la HDACS alcanzado
por los ligandos. Prestegui-Martel et al., Journal of enzyme inhibition and medical chemistry, 2016.
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De los estudios in silico se obtuvo el compuesto mas prometedor, llamado N-(2-hidroxifenil)-
2-propilpentanamida (SAHA-VPA), cuyo efecto inhibitorio fue probado in vitro en diversas
lineas celulares de cancer de mama, mostrando que el compuesto SAHA-VPA es capaz de
inhibir el crecimiento celular de células sensibles a estroégeno, actuando de forma
dependiente de la concentracion, en especial las lineas celulares SKBr3 con una ICs,=142.0
MM, en comparacion con las células MCF7 con una ICs=192.4 uM, la linea MDA-MB-231,
IC50=283 uM, y el control (linea MCF-10 A) (benigna), ICs,=213.7 puM, estos resultados
sugieren que el compuesto SAHA-VPA tiene un mayor efecto en comparacion con el VPA
solo, debido a su capacidad de alcanzar el sitio de SAHA en la HDACS, o por la actividad
del metabolito dihidroxilado (si el SAHA-VPA fuera metabolizado por el CYP450) sobre
GPER (Prestegui-Martel et al., 2016) (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto del VPA y la N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida (2). (A) Células MCF7. (B) Células
MDA-MB-231. (C) efecto de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida en MCF-10 A y células endoteliales. (D)
Células SKBr3. Todos los datos se expresan en porcentaje de crecimiento celular de las células tratadas vs las
no tratadas, obtenido por ensayo de MTT. Los resultados expresan la media + desviacion estandar de tres
experimentos independientes (n=4). Modificado de Pretegui-Martel et al., Journal of enzyme inhibition and
medical chemistry, 2016.
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7. JUSTIFICACION

El cancer de mama es una enfermedad de gran prevalencia en mujeres mayores de 20
afios, con graves repercusiones médicas y econémicas y abarca todos los niveles sociales.
A nivel latinoamericano, se estima que el 29% de casos de cancer corresponden a cancer
de mama. El subtipo de CMTN se caracteriza por no tener blancos terapéuticos especificos
(como aquellos que dependen de hormonas), lo que genera una probleméatica para los
oncologos clinicos, ya que inicialmente el CMTN responde favorablemente a los
tratamientos, sin embargo, en un corto tiempo, se genera resistencia a los tratamientos y
con ello la reaparicion del cancer con desarrollo de metastasis. Mas recientemente se ha
incorporado el uso compuestos sintéticos acido valproico y SAHA, inhibidores de las
HDACSs, enzimas que se sobreexpresan en las células tumorales y que se relacionan
directamente con la capacidad de invasion tumoral, en el tratamiento contra cancer. Sin
embargo, los HDACI, especificamente el acido valproico utilizado de manera individual,
aungque ha mostrado tener un elevado efecto antitumoral también muestra una elevada
hepatotoxicidad. El estudio de los cambios epigenéticos en el cancer, especificamente la
sobreexpresion de la HDACS8, ha permitido dilucidar los mecanismos de sefializacion
involucrados en la proliferacion, diseminacion y resistencia a los tratamientos del CMTN, lo
que ha permitido generar compuestos dirigidos especificamente a dicha enzima. Esto abre
la posibilidad de que el compuesto SAHA-VPA pueda ser utilizado como una droga
anticancerigena con una mayor potencia antitumoral y menor toxicidad para las células no
tumorales. Sin embargo, el efecto anticanceroso del SAHA-VPA, solo ha sido estudiado en
lineas celulares de canceres mamarios en cultivo (Prestegui-Martel et al., 2016). A la fecha,
el efecto anticancerigeno del SAHA-VPA asi como su hepatoxicidad y nefrotoxicidad, no

han sido estudiados in vivo, por lo que es necesario realizar dicho estudio.

7.1. Interacciones multidisciplinarias

La colaboracion de grupos interdisciplinarios en proyectos de investigacion es relevante
porque favorece el desarrollo integral del conocimiento en un area. Con esta idea en mente,
se pretende dar seguimiento a los resultados obtenidos por el grupo de investigadores
encabezados por el Dr. José Correa Basurto del Laboratorio de Modelaje Molecular de la
Escuela Superior de Medicina del IPN.CDMX, quienes realizaron la sintesis, caracterizacion
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y evaluacion in silico e in vitro del derivado aril de 4cido valproico, el N-(-2-hidroxifenil)-2-
propilpentanamida (SAHA-VPA), caracterizado por poseer actividad inhibitoria sobre la
proliferacién de células cancerosas de diversas lineas celulares de cancer de mama. Por lo
anterior, resulta relevante para el desarrollo de nuevos tratamientos anticancerigenos
evaluar en modelos animales si este compuesto es capaz de inhibir el desarrollo del cancer
mamario, mismo que pretendemos completar en nuestro laboratorio y que es parte
fundamental de los objetivos del presente proyecto. De esta manera, la preparacion del
estudiante abarca el aprendizaje de procedimientos de sintesis quimica y su evaluacion

farmacoldgica y toxicolégica en modelos bioldgicos.

Para cumplir con los objetivos, realicé una estancia de 3 meses (agosto-octubre del 2017)
en el laboratorio del Dr. José Correa Basurto, para la sintesis, purificacion y caracterizacion
del compuesto SAHA-VPA, y su posterior evaluacion biolégica y toxicolégica en el

Laboratorio de Neuroinmunoendocrinologia del Centro de Ciencias Basicas de la UAA.
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8. HIPOTESIS

El compuesto SAHA-VPA, al ser anticancerigeno especifico con actividad inhibitoria de la
HDACS8, deberd disminuir el crecimiento y proliferacion de los tumores mamarios
alotrasplantados a la capsula renal de ratones receptores, asi como un menor efecto

hepatotdxico y nefrotoxico.
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9. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar, purificar y caracterizar el compuesto SAHA-VPA (inhibidor de la HDACS) vy
evaluar sus efectos antitumorales y toxicolégicos en un modelo de alotrasplante de tumor

mamario a la cipsula renal de animales receptores.

10. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Sintetizar, purificar y caracterizar el compuesto antineoplasico SAHA-VPA.
[I.  Estandarizacion del modelo de cadncer mamario inducido por:
a) 7,12-Dimetilbenz [a] antraceno (DMBA)
b) Implante subcutaneo de capsulas de 17-B-estradiol.
¢) N-metil nitrosourea (MNU).
d) Inoculacién de la linea celular cancerosa 4T1 en capsula renal y mama.
e) Alotrasplante de fragmentos de tumor 4T1 a la capsula renal de ratones
receptores.

[ll.  Estudiar el efecto antitumoral del compuesto SAHA-VPA en grupos de animales con
alotrasplante de cancer mamario utilizando una curva dosis respuesta y evaluando
la evolucién de los tumores en base a su tamafio e histopatologia.

IV. Evaluar los efectos toxicos de SAHA-VPA utilizando pruebas de funcionamiento

hepatico y renal, asi como estudios histopatologicos de higado y rifion.
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11. METODOLOGIA

11.1. Sintesis del N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida (SAHA-VPA)

Por goteo, se afiadié cloruro de oxalilo (3,71 ml, 43.11 mmol) gota a gota a acido valproico
(6.2 g, 43.11 mmol) a 0°C. La mezcla de reaccion se agitd6 durante 8 h a la misma
temperatura; luego, se dej6 calentar a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno
para obtener el cloruro de 2-propilpentanoilo (A) (Esquema 2). El flujo de nitrégeno se
continud durante 24 h, seguido de enfriamiento a 5°C. Se afadieron hexano (3 mL) y orto
hidroxianilina (3,74 g) y la mezcla se agité durante 12 h antes de afiadir hexano (10 mL) y
bicarbonato de sodio (3 g); posteriormente, la mezcla se agité durante 3 h. El compuesto
se obtuvo por extraccion con diclorometano destilado y el sélido formado se filtr6 y se lavo
con hexano. La sintesis del compuesto se controlé6 mediante cromatografia en capa fina

usando una mezcla de hexano / AcOEt (9:1) como eluyente (Fig. 12).

O OH
HO Agitacion, C,Cl,0, cl 1
0°C, 8h
NH,

1 agitacion, hexano,| 2 agitacion, NaHCO,,
-5°C, 24h TA, 3h

Y

oot

N-( 2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida ( SAHA-VPA)

Figura 12. Ruta sintética de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida (SAHA-VPA).
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11.2. Caracterizacién quimica

Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (México) y se usaron sin purificacion
adicional. Las reacciones se controlaron mediante cromatografia en capa fina (TLC) sobre
laminas de aluminio con gel de silice 60 GF2s4 y un indicador fluorescente (visualizado con
luz UV de 254 nm). La cromatografia Flash se realizé usando gel de silice 60 (malla 230-
400). Los puntos de fusién se determinaron en tubos capilares abiertos con el fusiometro
analogo Stuart SMP11. Los espectros de RMN *H y 13C se registraron en un espectrometro
Bruker Ascend 750 usando dimetilsulféxido deuterado (DMSOQOgs) como disolvente y TMS
como patrén interno. Para asignaciones completas de datos, se usaron espectros 2D HSQC
y HMBC. Los desplazamientos quimicos (&) se informan en ppm campo abajo del estandar
interno (CHs) 4Si y las constantes de acoplamiento en hercios (Hz). Los espectros de IR se
obtuvieron en un espectrémetro FT IR Perkin-Elmer (Spectrum GX). Solo se muestran
bandas de absorcion significativas, con valores de absorcion expresados como nimeros de
onda (cm™). La espectrometria de masas de alta resolucién de ionizacién por electrospray
se realizé con un instrumento Bruker micrOTOF-Q Il y Agilent 6545 Q-TOF LC / MS.

11.3. Estandarizacion del modelo de alotrasplante tumoral a la capsula renal

Se realiz6 el subcultivo de la linea celular 4T1, de acuerdo a las especificaciones del
American Type Cell Culture (ATCC ®), en medio RPMI 1640 enriquecido al 10% con suero
fetal bovino (GIBCO®), una vez alcanzada la confluencia del 70-80%, se cosecharon las
células con EDTA (Sigma-Aldrich ®) en PBS 1x, se realiz6 el conteo de las células viables
y se re-suspendié el pellet en 1 mL de medio RPMI. Con una jeringa de insulina se
inocularon 100 mil células/20uL de medio RPMI en el tejido mamario de la penultima mama
derecha de ratones Balb-C hembras de 8-9 semanas de edad. A las 2 semanas post
inoculacion, se observo el desarrollo del tumor mamario. Previa anestesia con pentobarbital
sédico, estos animales fueron utilizados como donadores de tejido tumoral de donde se
tomaron 2 fragmentos del tumor de 1-2 mm?y se alotrasplantaron a la capsula renal derecha
de ratones hembra receptores de la misma cepa y de 8-9 semanas de edad. A los 15 dias
del alotrasplante se repiti¢ el procedimiento de alotrasplante de fragmentos tumorales pero
ahora provenientes de la capsula renal de los donadores. Los alotrasplantes se repitieron
en nuevos individuos receptores para un total de 4 re-trasplantes. La confirmacion del tipo

celular de los tumores de cada retrasplante tumoral se realiz6 por histopatologia.
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El procedimiento quirdrgico para realizar los alotrasplantes fue el siguiente. Una vez
anestesiados los animales con vapores de Sevorane, se rasuro0 la piel del dorso y se colocé
en decubito ventral sobre la mesa de cirugia. Se fijaron las patas a la mesa con cinta
adhesiva para facilitar su manipulacion. Manteniendo la anestesia quirdrgica, se limpié la
piel con un antiséptico. Tomando como referencia las Ultimas costillas flotantes se hiz6 una
incision de aproximadamente 2 cm en la linea media de la piel, y con ayuda de unas tijeras
se perforé la pared dorsal del abdomen, por un lado de los tendones de los musculos de la
masa comun. Una vez localizado el rifidn, se exterioriz6. Con ayuda del microscopio
estereoscopico, con una aguja fina, se realiz6 una pequefia incision en la capsula renal,
evitando dafar el parénquima. Con la ayuda de disectores metalicos se separd la capsula
del parénquima renal para formar una oquedad en direccién al hilio del rifién (en donde se
alojaron los trasplantes). Se tomaron 2 fragmentos de tejido tumoral del animal donador de
aproximadamente 1 mm?y se introducen subcapsularmente hasta el fondo de la oquedad.
Se regreso el rifdn a su lugar cuidando que el fragmento trasplantado no se saliera de la
capsula. Se cerro6 la piel con sujete continuo. Los experimentos se realizaron en animales

alotrasplantados de la quinta repeticion (Fig. 13).

Células 4T1
2 semanas
24 h ) )
Subcultivo celular Ratén hembra
Balb-c

8-9 semanas de edad

Figura 13. Procedimiento para la estandarizacion del modelo de alotrasplante.
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11.4. Grupos de animales

Ratones hembra de la cepa Balb-c de 8-12 semanas de edad se dividieron en los siguientes
grupos de 7 animales cada uno: 1) Control intacto, 2) Alotrasplante, 3) 10 mg/kg, 4) 30
mg/kg, 5) 50 mg/kg y 6) Control 50 mg/kg. Los animales fueron colocados en sus
respectivas jaulas en el bioterio con ciclos de luz-oscuridad de 12 X 12 horas (encendido a
las 7 hs), con alimento y agua ad libitum. El tratamiento de los animales se hizo siguiendo
el codigo de ética de tratamiento humanitario de los animales de laboratorio del Comité de
Etica de la UAA que es consistente con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999.

11.5. Administracion del compuesto SAHA-VPA

A los ocho dias post alotrasplante, los animales se dividieron en grupos de 7 c/u y se inicié
el tratamiento con el compuesto SAHA-VPA a dosis de 10, 30 y 50 mg de peso
respectivamente. Cada dosis de SAHA-VPA se disolvié en el vehiculo (alcohol etilico al
100%) y se inyectaron/subcutanea/15 dias. Al dia 16 los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sodico, se colocaron en decubito dorsal sobre la mesa de operaciones, se
fijaron por las patas. Se abri6 la cavidad toraco-abdominal, se localiz6 el corazén y con una
jeringa de insulina, se extrajé la sangre del ventriculo derecho (1 a 2 ml de sangre). Las
muestras sanguineas fueron centrifugadas, los sueros separados y alicuotados y
congelados a -20° C hasta la determinacién de las pruebas de funcionamiento hepatico y
renal (ALT, AST, albumina, proteinas totales, glucosa y creatinina) y procesados en el
equipo de quimica humeda SpinLab, de acuerdo a la casa comercial. Se tomaron
fragmentos de higado, rifidn sano y tejido tumoral y fijaron en formol neutro, se procesaron

para estudio histopatoldgico.

Los animales fueron pesados semanalmente: Antes del alotrasplante y cada 8 dias hasta

la terminacion del experimento.

11.6. Histologia

Una vez fijadas las muestras tisulares de higado, rifion y tumor, los tejidos fueron incluidos
en parafina, se cortaron, se montaron en lamillas histologicas, se tifieron con las técnicas
de hematoxilina y eosina (H-E) y rojo Sirio y se procedié a estudiar la histopatologia
utilizando el microscopio de luz (modelo Optiphot-2 de la marca Nikon), tomandose
fotografias representativas de cada condicion experimental. Ademas, las laminillas tefiidas
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con rojo Sirio fueron estudiadas bajo luz polarizada para cuantificar la cantidad de colagena
de los tumores por unidad de area. Para esto, se fotografiaron 7 campos por laminilla
excluyendo las zonas con tejido renal remanente. Posteriormente, las imagenes fueron

analizadas con el programa Fiji version 1.0.

11.7. Andlisis estadistico

Para cada uno de los grupos de estudio se determind la distribucion de los datos haciendo
uso de la prueba D’Agostinos y asi determinar si los datos tienen distribuciéon normal o no.
Una vez determinada la normalidad el andlisis de los datos se llevo a cabo haciendo uso
de un analisis de varianza de dos vias (ANOVA de 2 vias) en el que se evaluaron el peso
corporal y los dias de tratamiento entre los diferentes grupos experimentales. Para las
comparaciones entre los diferentes grupos experimentales y una sola variable se realizaron
las pruebas de Kruskal-Wallis (para datos no paramétricos) o ANOVA de una via (para
datos paramétricos) y sus correspondientes pruebas pos-hoc (Dunn o Tukey relativamente).
Las pruebas estadisticas se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.
Los asteriscos indican las diferencias significativas entre los grupos. La P menor a 0.05 fue

considerada como significativa en todos los casos.

12. RESULTADOS
12.1. Caracterizacién de la N-(2-hidroximetil)-2-propilpentanamida (SAHA-VPA)

Después de la re-cristalizacién del compuesto, se obtuvieron 1.35 g (17% de rendimiento)
de la N-(2-hidroximetil)-2-propilpentanamida como un sélido blanco, con un Rf=0.56
(Hex/AcOEt 7:3), PF=54+£2°C. FT IR (ATR) Umax 3309, 2958, 2932, 2872, 1606, 1549, 1447,
775, 687 cm 1 (Fig. 14). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 9.73 (s, 1H, OH), 9.36 (s, 1H, NH),
7.60 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H, H-6’), 6.97 (ddd, J = 8.0, 7.3, 1.7 Hz, 1H, H-5’), 6.86 (dd, J =
8.1, 1.4 Hz, 1H, H-3’), 6.77 (ddd, J = 7.9, 7.3, 1.5 Hz, 1H, H-4’), 2.58 (m, 1H, H-2), 1.54 (m,
1H, H-3), 0.7 (t, J=3 Hz, 6H, 2H-5) (Fig.15). **C NMR (400 MHz, DMSO-ds) d 175.5 (CO),
148.7 (C-2’), 126.8 (C-1’), 125.4 (C-4"), 123.1 (C-6’), 119.5 (C-5’), 116.7 (C-3’), 46.0 (C-2),
35.5 (2C-3), 20.7 (2C-4), 14.5 (2C-5) (Fig. 16). ESI-MS calculado para CisH21NO::
[M+H]+236.1482 Obtenido: 236.168 (Fig. 17).
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12.1.1. Espectroscopia de infrarrojo (IR)
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Figura 14. Andlisis de espectroscopia de infrarrojo (IR) de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida.

800 620.0

CYNTHIA GUADALUPE RAMIREZ FARIAS, 2018.

39



12.1.2. Resonancia magnética nuclear de protén (*H) y carbono 13 (**C)
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Figura 15. Espectro de RMN 'H de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida.
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Figura 16. Espectro de RMN 3C de N-(2-hidroxifenil)-2-propilpentanamida.
N |

CYNTHIA GUADALUPE RAMIREZ FARIAS, 2018. 41



12.1.3. Espectrometria de masas
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Figura 17. Andlisis de espectrometria de masas. Peso molecular experimental= 236.1684.
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12.2. Estandarizacion de modelo de alotrasplante tumoral

La imagen 18a, muestra el estroma mamario normal; elevada presencia de tejido conjuntivo
y ductos y lébulos activos, en contraste, observe en la Fig. 18b, como el tejido tumoral
inducido por la inoculacién de la linea celular 4T1, infiltra el tejido mamario en donde se
reconocen algunos Iébulos mamarios remanentes (Fig. 18b), un acercamiento al tejido
mamario infiltrado permite determinar un tumor de alto grado de malignidad (escala de
Bloom-Richardson) caracterizado por: elevado nimero de mitosis atipicas por campo, baja
presencia de ductos neoplasicos, marcado pleiomorfismo nuclear (Fig. 18c).

Figura 18. Comparativa de estroma mamario sano vs carcinoma ductal de mama. a) Microfotografia
panoramica de estroma mamario, se observan zonas de tejido conjuntivo y conductos, varios I6bulos activos
como corresponde a este estadio funcional (20x); b) tejido tumoral en mama con patrén sélido (izq), se visualizan
tubulos secretores (%) y vasos sanguineos (®) de tejido mamario residual (20x); c) tejido tumoral de patron
solido de alto grado, se observan mitosis atipicas#, asi como ductos neoplasicos A (40x).

El estudio histopatologico de todas las muestras de tejido tumoral alotrasplantado a la
capsula renal, se comparo con la escala de malignidad de los tumores de Bloom-
Richardson, observandose siempre las mismas caracteristicas histopatologicas de un
carcinoma de alto grado de malignidad, similar al tumor encontrado en la mama,
caracterizado por: elevado numero de mitosis atipicas por campo, baja presencia de ductos
neoplasicos, marcado pleiomorfismo nuclear, infiltracién del tejido renal con algunos
glomérulos esclerosados (Fig. 19c).
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Figura 19. Tejido tumoral sin tratamiento. a) Fotografia del crecimiento de tejido tumoral alotrasplantado a la
capsula renal de ratén hembra (cepa Balb-C); b) microfotografia parénquima renal sano, se observan tibulos
(*) y glomérulos (¢) bien definidos en correcta proporcién (40x); c) glomérulos residuales (), rodeados por
carcinoma mamario de alto grado (mitosis atipicast, ductos neoplasicos 4) (40x).

12.3. Efectos antitumorales del compuesto SAHA-VPA sobre los tumores

alotrasplantados a la cdpsularenal (curva dosis-respuesta)

Las imagenes macroscoépicas la y 1b corresponden al grupo control alotrasplantado, en
donde se observa el tumor de color blanco, altamente vascularizado que recubre
completamente al rifion. En comparacién, los tumores de los grupos tratados con SAHA-
VPA a las dosis de 10 mg de peso (Fig. 20-1c y 1d), 30 (Fig. 20-1e y 1f) y 50 (Fig.20-1g y
1h) respectivamente, mostraron que en comparacion con los tumores del grupo control, los
tumores de los grupos tratados con el anticancerigeno fueron de menor tamafio y adheridos
al rifon, el cual aunque con infiltrados tumorales pudo ser facilmente reconocido. El efecto
inhibidor mas importante sobre la masa tumoral, se observé con la dosis de 30 mg de peso
(Fig. 20).

En base a la escala de malignidad de los tumores de Bloom-Richardson, la histopatologia
de los alotrasplantes del grupo control mostré el mayor grado de malignidad (Amat et al.,
2002); marcado pleiomorfismo nuclear, baja cantidad de ductos neoplasicos y un elevado
numero de mitosis atipicas (Figs. 20 -2a y 2b). Cabe hacer notar, que en el grupo control
alotrasplante, se encontraron zonas dispersas de necrosis, suponemos que este fenédmeno
es debido al acelerado desarrollo del tumor y a que la angiogénesis fue insuficiente para
irrigar adecuadamente al tumor. Por otro lado, la histopatologia de los tumores tratados con
las diferentes dosis de SAHA-VPA, mostraron cambios celulares indicativos de muerte
celular, como: vacuolizacion citoplasmatica y nuclear (espacios en blanco citoplasmaticos
y nucleares), picnosis (nucleos condensados y altamente basofilos), cariorrexis/cariolisis
(ndcleos fragmentados), asi como amplias bandas de tejido con células necrosadas y en

apoptosis, las cuales se observan como zonas de coloracién rosacea con células fantasma
|
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(contorno de las células anucleares), todo ello sugiere fuertemente el efecto
anticancerigeno del SAHA-VPA (Fig. 20-2c a 2h).

GRUPOS
EXPERIMENTALES

MACROSCOPiA TUMORAL(" HISTOLOGIA TUMORAL (2)

e L IR Nigel

Control
alostrasplante

Tratamiento
10mg/Kg/dia

Tratamiento
30mg/Kg/dia

Tratamiento
50mg/Kg/dia

Figura 20. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del tejido tumoral. 1a-1b) macroscopia del
tumor en rifién del grupo control alotrasplante. No se observa tejido renal remanente. 1c-1g) macroscopia
tumoral de los grupos con tratamiento con el antineoplasico SAHA-VPA. Se observa una menor cantidad
de tejido tumoral que rodea tejido renal sano (M). 2a-2b). Microscopia tumoral del grupo control
alotrasplante. Elevado nimero de células tumorales viables, marcado pleiomorfismo nuclear, mitosis atipicas
(A) y pocos ductos neoplasicos (®). 2c-2g) Microscopia tumoral de grupos con tratamiento antineoplasico.
Amplias bandas de respuesta al tratamiento, con cambios celulares como picnosis (%), cariolisis/cariorrexis (#)
y vacuolizacién citoplasméatica y nuclear (1) (2a, 2c, 2e, 2g con un aumento de 40x) (2b, 2d, 2f, 2h con un
aumento de 100x).

12.4. Efecto del SAHA-VPA sobre la cantidad de colagena tumoral

La fibrosis tumoral (expresada como el porcentaje de colagena por campo a 20X), inducida
por el tratamiento con las diferentes dosis del anticancerigeno mostré6 una disminucion
significativa de fibrosis tumoral en los animales que recibieron la mayor dosis de SAHA-
VPA (50mg/kg de peso) (p<0.01 versus el grupo control alotrasplante) (Fig. 21).

L ______________________________________________________________________________________|
CYNTHIA GUADALUPE RAMIREZ FARIAS, 2018. 45



% FIBROSIS

1.59

1.0 4

0.5+

% de area de fibrosis

0.0-

Figura 21. Porcentaje de area de fibrosis tumoral. Se encontraron diferencias significativas entre el control
alotrasplante y la dosis de 50 mg/kg (**p<0.01).

La figura 22 muestra los resultados de la determinacion la fibrosis (% colagena) con la
tincién rojo sirio bajo luz no polarizada (coloracion roja), bajo luz polarizada (campo oscuro,
coloracién rojo-amarillo) y la imagen procesada en el programa Fiji para determinar el
porcentaje de colagena(blanco) por area, en los resultados del grupo control alotrasplante,
se observan las fibras de colagena dispuestas en forma de cumulos de coloracion roja
rodeadas de tejido tumoral (Fig. 22-1a), bajo la luz polarizada (Fig. 22-2a), las fibras se
observan nuevamente en forma de cumulos en diversas tonalidades (rojo-amarillo) en un
area extensa, representando un 2.27% del &rea total del campo (Fig. 22-3a) en
comparacion con los animales tratados con el compuesto, la dosis con una disminucién de
la fibrosis més evidente es la de 50mg, la cual muestra una coloracion roja en la imagen
bajo luz no polarizada muy tenue (Fig. 22-1d), evidenciando una baja presencia de colagena
dispuesta en forma punteada, en la imagen bajo luz polarizada (Fig. 22-2d) representando
un 0.08% del area total del campo, el segundo grupo con una mayor disminucion es el de
30mg/kg (Fig. 22-1c-3c), el cual representa soélo el 0.54% del area en forma de colagena
dispuesta en una franja puntiforme. La dosis de 10mg muestra una disminucién en la
colagena mostrando una coloracion roja intensa en forma de hilos largos (Fig. 22-1b), bajo
la luz polarizada, se muestra una mayor area en coloracion roja en su mayoria (Fig. 22-2b)
representando el 0.89% del area (Fig. 22).
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GRUPOS ROJO SIRIO BAJO LUZNO
EXPERIMENTALES POLARIZADA(1)

ROJO SIRIO BAJO LUZ POLARIZADA(2) MEDICION DE COLAGENA TOTAL(3)

Tratamiento Tratamiento Control
30mg/Kg/dia 10mg/Kg/dia alostrasplante

Tratamiento
50mg/Kg/dia

Figura 22. Evaluacion del porcentaje de colagena en los diferentes grupos experimentales. Tincion con
rojo sirio para determinar la cantidad de colagena total (%) en el tejido tumoral de animales experimentales. Las
fotografias 1a-1d muestran al tejido tumoral con fibras de coladgena en tono rojo bajo luz no polarizada, siendo
menos evidente la coloracion roja en la dosis de 50mg. Las fotografias 2a-2d tomadas con luz polarizada,
muestran una mayor presencia de depdsitos de colagena dispuesta en forma de cumulos en los grupos
alotrasplante y SAHA-VPA10mg en comparacion el menor porcentaje de colagena observado en los grupos de
30 y 50mg (fotografias 3a-3d). Las imagenes fueron procesadas con el programa Fiji para determinar el
porcentaje de fibrosis (blanco). Magnificacion 10x.
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12.5. Curvade supervivencia

En la figura 23 se muestra la tasa de sobrevida de los diferentes grupos. Observe que la
menor supervivencia ocurrié en los grupos de 10 mg/kg con una mortalidad del 85% en
ambos grupos antes del dia 14 del tratamiento. Observe también en la figura 23, que la
mayor sobrevivencia ocurrio en el grupo de 30mg con una tasa de supervivencia del 71%.
Es importante sefialar que las pruebas bioquimicas e histopatolédgicas solo se realizaron en

los animales sobrevivientes.

Es posible que la muerte de los animales se haya relacionado mas con el rapido desarrollo
y severidad del cancer y no al tratamiento, ya que solo los animales del grupo de 50 mg

tuvieron una sobrevivencia mayor al 71%.

SUPERVIVENCIA

100 ° —®- Citrlintacto
l_ 10mg/kg

J09 30 mg/kg

50mg/kg

Ctrl alot

Ctrl 50mg/Kg

60

¢ % 4t

40

N

0 T T T
0 5 10 15

% Supervivencia

Dias de tratamiento

Figura 23. Curva de supervivencia de los grupos experimentales. En el grupo de 10mg la muerte de los
animales inicié a los 5 dias de tratamiento, mientras que para el grupo de 50 mg/kg, las muertes se presentaron
después del dia 10 de tratamiento, asi, al final del experimento solo sobrevivieron 1 animal de los grupos de 30
y 50 mg.

12.6. Evaluacién del peso corporal.

La comparacion de los pesos corporales de los diferentes grupos a lo largo del experimento
(Fig. 24), muestra que el grupo alotrasplantados experiment6 una pérdida significativa de
peso (p<0.001 vs los demas grupos). Note sin embargo, que a pesar de la pérdida de peso,
4 de 7 animales terminaron el estudio (Fig. 23). Una disminucion significativa del peso
corporal también ocurrié en los grupos tratados con SAHA-VPA, sobre todo en 10 mg y 50
mg, sin embargo, en ambos grupos solo 1 de 7 animales sobrevivieron al experimento,

mientras que en el grupo Control 50 mg, sobrevivieron 6 de 7 animales. La Fig. 24, también
|
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muestra que el tratamiento con 30 mg, indujo disminucién (en comparacion con el peso
inicial y con el grupo control), del peso corporal menos severa que la observada en los

grupos anteriores, ademas, en este grupo 5 de 7 animales terminaron el experimento.

EVALUACION DEL PESO CORPORAL
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Figura 24. Efectos de los diferentes tratamientos sobre el peso corporal. Se muestran las diferencias
significativas entre los grupos 10mg/kg y control alotrasplante (++++p<0.0001 y +++p<0.001 al dia 8 y
+++p<0.001 y ++p<0.005 al dia 15), ambas diferencias con respecto al dia -8. El grupo de 30mg/kg muestra
una disminucién significativa para el dia 8 con respecto al dia -8 (+p<0.05). La prueba de Dunnett's muestra
diferencias significativas entre grupos experimentales a los diferentes tiempos, para el dia 8 del tratamiento, los
grupos 10 mg/kg y control alotrasplante muestran diferencias significativas con respecto al control intacto
(**p<0.005 y ****p<0.0001 respectivamente), mientras que en el dia 15, diferencias significativas se encontraron
solo entre el grupo control alotrasplante y el grupo control intacto (***p<0.0005).

12.7. Efectos de las diferentes dosis de SAHA-VPA sobre la histologia hepatica y renal.

El estudio macroscopico del higado y rifion de todos los grupos experimentales sacrificados
al final del experimento, no mostraron cambios evidentes sugerentes de algun efecto sobre
la anatomia macroscoépica. Las figuras 25- 1a a 1l, muestran imagenes macroscopicas
representativas del higado y rifidén (contralateral al alotrasplante) de los diferentes grupos
experimentales. Sin importar el tratamiento, todos los higados y rifiones mostraron una

superficie lisa de color rojizo, sin lesiones evidentes (tejidos sanos).

La histopatologia de los grupos control intacto (Fig. 25-2a), control alotrasplante (Fig. 25-
2c¢), 10 (Fig. 25-2e), 30 (Fig. 25-2 g), y 50 mg (Fig. 25-2i) muestra acinos hepéticos sanos
sin cambios en la arquitectura de los sinusoides, los hepatocitos de estos grupos mantienen

su morfologia normal (formas hexagonales o redondos) con citoplasma uniforme y nicleos
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centrales. En comparacion, la histopatologia de los higado del grupo Control 50 mg
presentaron vacuolizacion citoplasmatica (Fig. 25-2k).

La histologia renal de los diferentes grupos experimentales, no mostré cambios importantes
en la arquitectura del parénquima, solo leve inflamacion en los tabulos de los grupos 30
(Fig. 25-2h), 50 (Fig. 25-2j) y control 50 mg/kg (Fig. 25-2l), mientras que en los grupos
control intacto (Fig. 25-2b), control alotrasplante (Fig. 25-2d) y 10 mg (Fig. 25-2f) se
observan tubulos con su luz bien definida, sin cambios estructurales de los glomérulos

(capilares glomerulares y capsula de Bowman) (Fig. 25-2b,d, f, h, j, I).

GRUPOS MACROSCOPIA HEPATICA Y
EXPERIMENTALES RENAL (1) HISTOLOGIA HEPATICA Y RENAL (2)

Control intacto

Control
alostrasplante

Tratamiento
10mg/Kg/dia

Tratamiento
30mg/Kg/dia

Tratamiento
50mg/Kg/dia

Control
tratamiento
50 mg/kg

Figura 25. Evaluacion histolégica de la toxicidad hepatica y renal del compuesto SAHA-VPA. 1a-1l)
Macroscopia hepaticay renal. No se observan cambios significativos, ambos 6rganos muestran una superficie
lisa con coloracion parda, caracteristica de un tejido sano. 2a, c, €, g, i) Histologia hepatica. Se observa la
vena centro-lobulillar del acino hepatico (®), asi como los sinusoides (¥) sin alteraciones en su arquitectura, los
hepatocitos mantienen su morfologia normal. 2k) Histologia del higado del grupo control 50mg/kg. No se
I —
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muestran cambios evidentes en la arquitectura del acino hepatico, sin embargo, la morfologia del hepatocito se
encuentra alterada con presencia de vacuolas citoplasmaticas. 2b, d, f) Histologia renal. Los grupos control
intacto, alotrasplante y 10mg/kg no muestran modificaciones en la arquitectura del parénquima renal, se
observan los glomérulos renales (®) bien definidos y los tibulos con su luz intacta (A). 2h, j, I) Los grupos con
tratamientos de la dosis intermedia a la mas alta (30 y 50 mg/kg, respectivamente), asi como el control 50mg/kg,
muestran una leve inflamacioén en los tibulos (40x).

12.8. Efectos de las diferentes dosis de SAHA-VPA sobre las pruebas de funcionamiento

hepatico y renal.

Las pruebas del funcionamiento hepético y renal se muestran la tabla 4 del anexo 2:
glucosa, proteinas totales, albumina, alanino aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), creatinina y urea de los diferentes grupos experimentales. Debido
a que en los grupos de 10 y 50 mg de SAHA-VPA solo tuvieron un solo animal, los datos
de estos animales no se consideraron para el analisis estadistico. Debido al poco volumen
de suero de algunos animales no se pudo cubrir la totalidad de algunas variables. Los
resultados de los diferentes grupos se expresaron como la media y valores individuales.

Glucosa sérica. En el grupo 10 mg (un solo animal), los resultados muestran una
hiperglucemia de 1.4 veces la concentracion del grupo control intacto (Fig. 26). Por otro
lado, la dosis de 50 mg y el control alotrasplante, mostraron una hipoglucemia severa (4.4
y 1.8 menores a las del grupo control intacto) (p< 0.05 Control alotrasplante vs Control 50
mg) (Fig. 26).
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Figura 26. Glucosa sérica. Se observan diferencias entre los diferentes grupos. Diferencias significativas
ocurrieron solo entre los grupos Control alotrasplante y grupo Control 50 mg *p<0.05.

Proteinas totales. Los resultados no muestran variacion significativa entre los grupos
experimentales, con valores de media de 6.1, 5.3, 5.4 y 5.9 g/dL para los grupos control

intacto, 30, 50 mg y control 50 mg respectivamente, excepto los grupos entre el grupo
- - - -~ |
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Control alotrasplante con 5.1 veces menos concentracion con respecto al grupo Control
Intacto (p<0.05) (Fig. 27).
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Figura 27. Proteinas séricas totales. Diferencias significativas se observaron entre los grupos Control
alotrasplante y Control intacto (*p< 0.05).

Albumina sérica. Los niveles séricos de la albumina fueron semejantes en los grupos 30
mg, control alotrasplante y control 50 mg con valores de 3.8, 3.9, y 3.8 g/dL, sin diferencias
significativas con respecto al grupo control intacto, encontrandose diferencias significativas
entre los grupos 30 mg y control 50 mg con respecto al grupo control intacto (*p<0.05)
(Fig.28).
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Figura 28. Albamina sérica. Con respecto al grupo Control intacto, los grupos 30 mg y Control 50 mg
mostraron una disminucién significativa (*p<0.05).

Aspartato aminotransferasa sérica. La comparacion estadistica de esta enzima (AST),

muestra valores discordantes entre los grupos experimentales, con una media de 329.9 U/L
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para el control intacto, mientras que para el grupo 30 mg, control alotrasplante y control 50
mg, la disminucién es de 5.2, 1.6 y 1.9 veces respectivamente, encontrandose diferencias

significativas entre el grupo 30 mg respecto al control intacto (*p<0.05) (Fig. 29).
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Figura 29. Aspartato aminotransferasa sérica. Con respecto del Control Intacto, el grupo 30 mg, mostré una
disminucion significativa (*p<0.05).

Alanino aminotransferasa. La comparacion estadistica entre los diferentes grupos mostré

diferencias significativas entre los grupos Control intacto y 30 mg con 4 y 10.2 veces

menores con respecto al grupo Control 50 mg con una media de 42 U/L (*p< 0.05y **p <

0.001, respectivamente) (Fig. 30).
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Figura 30. Alanino aminotransferasa sérica. Se muestran diferencias significativas entre el grupo control
50mg con respecto a los grupos 30mgy Control intacto, con valores de **p < 0.001 y *p < 0.05, respectivamente.
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Creatinina sérica. Este parametro de funcionamiento renal no mostré diferencias
significativas entre los diferentes grupos (Fig. 31).
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Figura 31. Gréafica de creatinina en suero. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
analizados.

Urea sérica. El andlisis estadistico de este parametro, muestra el incremento significativo
de la urea en el grupo Control alotrasplante con una concentracién 2.8 veces mayor con
respecto a los grupos 30 mg y Control 50 mg (*p<0.05).
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Figura 32. Urea sérica. Observe el incremento significativo de la urea en el grupo Control alotrasplante con
respecto a los grupos 30 mg y control 50 mg (*p < 0.05).
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13. DISCUSION

Los resultados de este trabajo demostraron que: 1) Se reprodujo la sintesis y
caracterizacion quimica del SAHA-VPA, 2) Que el modelo de alotrasplantes de tumores a
la capsula renal es til para la reproduccion de un mismo subtipo de tumor a gran escala y
bajo costo, 3) El compuesto SAHA-VPA tuvo un efecto antitumoral significativo con una
mayor sobrevida con la dosis de 30 mg/kg, 4) El compuesto SAHA-VPA no mostré efectos
hepatotoxicos y nefrotoxicos significativos, 5) EI SAHA-VPA inhibe significativamente la

fibrosis tumoral.

13.1. Sintesis y Caracterizacion de N-(2-hidroximetil)-2-propilpentanamida (SAHA-VPA)

En nuestras manos, la sintesis y caracterizacion quimica del SAHA-VPA (Prestegui-Martel
et al.,, 2016) fueron reproducidas fielmente que dio como resultado un compuesto
cristalizado en forma de agujas opacas y delgadas, cuya identidad fue avalada por la
replicacion de los resultados de la espectrometria de masas (HPLC-MS), la espectroscopia
de infrarrojo (IR) y la resonancia magnética nuclear (RMN) y biolégicamente por los

resultados obtenidos en el presente proyecto (Fig. 12).
13.2. Estandarizacion del modelo animal de alotrasplante tumoral a la capsula renal.

El contar con un modelo animal de cancer que sea de facil reproduccion, que conserve las
caracteristicas histopatoldgicas es importante para la evaluacion de tratamientos
anticancerigenos a bajo costo (Holen, Speirs, Morrissey, & Blyth, 2017). Estas
caracteristicas deseables se cumplen en este proyecto al lograr la estandarizacion del
modelo de alotrasplante de tumores a la capsula renal. La declaracion anterior es avalada
por los presentes resultados (Figs. 18 y 19), en donde demostramos que a partir de un
animal donador de tejido tumoral, se pueden reproducir los tumores de manera indefinida,

mediante la técnica de alotrasplante, conservando sus caracteristicas histopatolégicas.

13.3. Efectos antitumorales del SAHA-VPA sobre los tumores alotrasplantado a la

capsularenal.

El compuesto fue utilizado como un inhibidor de la HDACS8, enzima encargada de retirar

grupos acetilos de los residuos 170-200 del represor transcripcional Ying-Yang 1 (YY1),
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dicha desacetilacién estd relacionada con la sobreexpresiéon del mtp53 en CMTN,

promoviendo la apoptosis en las células de cancer triple negativo (Z. T. Wang et al., 2016)

La terapia neoadyuvante (TNA) tiene como objetivo utilizar drogas anticancerosas para
disminuir el tamafio de los tumores, y constituye el paso previo a la extirpacion quirirgica
del tumor (National Institutes of Health, 2016). Los presentes resultados mostraron que
SAHA-VPA indujo: menor masa tumoral (Fig. 20 -1), cambios necroéticos y apoptoticos,
como vacuolacion de nucleos y citoplasmas, cariorrexis, picnosis y caridlisis; disminucion
de la fibrosis y bajo infiltrado linfocitario del estroma tumoral. Estos cambios celulares y
estromales, entre otros constituyen los criterios de evaluacion de la respuesta del huésped
a la terapia neoadyuvante (Sethi et al., 2013). Dado que los efectos del SAHA-VPA incluyen
a la mayoria de los criterios para evaluar la respuesta al tratamiento anticanceroso, nuestros
resultados sugieren que el SAHA-VPA podria ser un buen candidato para ser utilizado como

terapia neoadyuvante.

13.4. Efectos hepatotdxicos y nefrotoxicos del SAHA-VPA.

En base a los cambios observados en algunas de las pruebas de funcionamiento hepatico
y renal, sugerimos que bien pudieron haberse debido a la presencia del tumor per se y no
a los efectos toxicos del compuesto. Esto es sugerido por los hallazgos descritos a

continuacion.

La histologia hepatica no mostro alteraciones en la arquitectura del tejido de los grupos
control, 10, 30 y 50 mg respetivamente, mientras que en el grupo control 50 mg, se observo
una vacuolizacion de los hepatocitos sugerentes de depdsitos de glucdgeno. Es posible
gue este fendmeno sea secundario a la acumulacion de glucégeno como resultado de la
inhibicion de la HDACS8. Esta suposicion es congruente con los hallazgos de Tian y
colaboradores (2015), quienes relacionaron la actividad de la HDACS8 con un aumento en
la resistencia a la insulina (Tian et al., 2015). En nuestro caso, sugerimos que al inhibirse la
HADCS por el SAHA-VPA, se promovi6é un aumento de la gluconeogénesis y por lo tanto la
vacuolizacion en los hepatocitos del grupo control 50 mg (fig. 25-2k). Sin embargo, es

necesario realizar estudios para determinar si las vacuolas contienen glucégeno.

Los resultados de la histopatologia hepatica y renal con los bajos niveles de glucosa sérica
observada en el grupo control alotrasplante (Fig. 26) sugiere una glucolisis elevada,
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posiblemente para cubrir los requerimientos energéticos para la replicacion de las células
tumorales como lo sugieren Vander Heiden y colaboradores (2009) quienes describen que
mecanismos moleculares, intrinsecos y extrinsecos, convergen para incrementar el
metabolismo celular y asi cubrir tres necesidades bésicas de la célula en divisién
(generacion rapida de ATP, aumento de la sintesis de macromoléculas y mantenimiento
adecuado del estado redox). Estas alteraciones y otras similares se han observado tanto
en células normales de rapida proliferacion como en células tumorales, en estas ultimas,
dichas alteraciones se implementan en un microambiente estresante en el que la
concentracion de nutrientes como glucosa, glutamina y oxigeno son heterogéneas espacial
y temporalmente. Debido a esto, hay un cambio en el fenotipo metabdlico de la célula
cancerosa, que pasan de obtener ATP mediante la fosforilacion oxidativa a obtenerla
mediante la glucolisis anaerobia (efecto Walburg), la cual es mas rapida pero menos

eficiente (Vander Heiden, Cantley, & Thompson, 2009).

Se observdé ademas que los animales del grupo control alotrasplante presentaron una
disminucion significativa en la concentracién de proteinas totales (Fig. 27), esto podria
explicarse por la caquexia neoplasica, definida como una importante y progresiva pérdida
de peso corporal, anorexia, astenia, adinamia, anemia, nauseas crénicas e
inmunosupresion, que lleva a falla organica progresiva. Otra caracteristica importante de la
caquexia cancerosa es el desgaste tisular que sufre el paciente, afectando particularmente
al masculo esquelético y al tejido adiposo. Argilés y colaboradores definen a la caquexia
como un sindrome complejo que esta presente en mas de dos terceras partes de pacientes
de cancer en fase terminal, y sugieren que puede ser la causa directa de la cuarta parte de
los fallecimientos por esta enfermedad (Argilés, Busquets, LOpez-Soriano, & Figueras,
2006).

La ALT sérica es una enzima considerada un biomarcador altamente sensible y especifico
de hepatotoxicidad, se localiza principalmente en el higado, con actividades enzimaticas
més bajas en el musculo esquelético y el tejido cardiaco. La aspartato aminotransferasa
(AST) se localiza en el corazon, cerebro, musculo esquelético y tejido hepatico (Ozer,
Ratner, Shaw, Bailey, & Schomaker, 2008). En nuestros resultados, la elevacion en la
actividad de la AST (Fig. 29) y la ALT (Fig. 30), puedo deberse al estrés inducido a los
animales, asi como al trauma tisular durante la toma de las muestras, esto, aunado a la

enorme cantidad de factores que interfieren con los valores de dichos parametros, como
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elevados valores de bilirrubinas, hemoglobina y hemolisis (Young, 1997), este ultimo
fendmeno se presenta en muchas de las muestras analizadas debido a la dificultad en la

toma de muestra y al pequefio volumen sanguineo que se obtiene de los ratones.

Para evaluar el efecto toxico a largo plazo del SAHA-VPA, consideramos que se requiere
administrar el compuesto durante tiempos mas prolongados y dosis mayores a 30 mg pero
menores a 50 mg, ya que a dosis elevadas los animales mostraron una elevada tasa de
mortalidad y un crecimiento mayor de la masa tumoral. Es posible que el menor efecto
antitumoral de la dosis de 50 mg sea resultado de la farmacodinamia del compuesto, como
lo sugieren Correa-Basurto y colaboradores (2019), quienes han observado que el N-(2-
hidroxifenil)-2-propilpentanamida (SAHA-VPA), se distribuye ampliamente en los tejidos, en
especial en higado, sugiriendo ademas la posibilidad de que también atraviese la barrera
hematoencefalica (Correa-Basurto et al., 2019). La disminucién de la albamina (Fig. 28) en
los grupos 30 mg y control 50 mg, podria explicarse por la afinidad del compuesto a la
albumina, como lo sugiere Correa Basurto y colaboradores (2019). Sin embargo, para

contestar esta interrogante, es necesario realizar mas experimentos.

La creatinina y la urea al ser compuestos de desecho, se filtran libremente por el glomérulo
y no son reabsorbidos ni metabolizados por el rifién. Estos indicadores son utilizados como
parametros de evaluacion de la funcion renal (Bagshaw & Gibney, 2008). En nuestros
resultados, la creatinina (Fig. 31) no mostro diferencias significativas entre los diferentes
grupos, mientras que la urea (Fig. 32) del grupo alotrasplante se encontré elevada. Es
posible que esto se haya debido al incremento en el catabolismo proteico corporal
secundario al desarrollo tumoral. Es necesario realizar mas experimentos para avalar esta

suposicion.

Se pretende también en un futuro, realizar pruebas mas especificas para evaluar el efecto
antitumoral del compuesto SAHA-VPA, mediante pruebas moleculares como western blot
para detectar proteinas involucradas en la apoptosis (anexina V, Bcl2 o caspasas) y en la
proliferacion celular (ki67, ciclina D1), tanto la apoptosis como la proliferacion son utilizados
actualmente como pardmetros de pronostico (Goodwin, Rossanese, Olejniczak, & Fesik,
2015; Yerushalmi, Woods, Ravdin, Hayes, & Gelmon, 2010), ademas de un panel
bioquimico mas amplio tanto en sangre como en orina, en el que se incluyan biomarcadores

méas especificos de dafio hepético (bilirrubinas, ALT, glucégeno, fosfatasa alcalina,
|
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proteinas totales, albimina, entre otras por determinar) (Ozer et al., 2008) y dafio renal en
etapas tempranas (cistatina C, microalbumina, depuracion de creatinina, entre otras)
(Uchino, 2010).

13.5. Efecto del SAHA-VPA sobre la fibrosis tumoral.

La disminucion en la fibrosis y colagenizacion tumoral observada en los animales tratados
con el anticancerigeno dependiente de la dosis (Fig. 22), coincide con los resultados
descritos por Lou y colaboradores (2015), quienes describen que tanto la actividad de las
HDACs y las HATSs se relacionan con la formacién de fibrosis cardiaca (Luo, Chen, & Wang,
2015). Ademas, Schuetze y colaboradores (2017) describen que los inhibidores de HDAC
poseen una capacidad comun para mejorar la acetilacion de las histonas, asi como para
bloguear el ciclo celular de los fibroblastos cardiacos (Schuetze et al., 2017), mientras que
Choi y colaboradores (2018) demostraron que el compuesto CG200745, inhibidor de
HDACs no especificas, atenua la fibrosis en la enfermedad renal obstructiva (Choi et al.,
2018). En base a nuestros resultados, podemos sugerir que la disminucion en la cantidad
de colagena de los tumores pudo deberse al efecto del inhibidor de SAHA-VPA sobre la
HDACS.
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14. CONCLUSIONES

Con base a nuestros resultados podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Que el SAHA-VPA puede ser sintetizado y purificado siguiendo el método de

Prestegui-Martel y colaboradores.

El modelo de cancer alotrasplantado a la capsula renal es reproducible, sin
pedida de las caracteristicas histopatolégicas del tumor, con excelentes

resultados y de bajo costo.

El SAHA posee un importante efecto anticanceroso sobre el CMTN en funcién
de la dosis.

A dosis elevada, el compuesto no muestra efectos hepatotoxicos y nefrotdxicos
elevados, sin embargo es necesario realizar pruebas mas especificas para

evaluar estos parametros.
El compuesto posee un importante efecto inhibidor de la fibrogénesis.

Por todo lo anterior, pensamos que el SAHA-VPA puede ser utilizado una droga
anticancerosa y antifibrogénica. Sin embargo es necesario hacer mas

experimentos para avalar esta alentadora.
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15. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Implementar un modelo de cancer en rata, con el fin de facilitar el manejo de los animales
durante la cirugia y el tratamiento, asi como en la toma de muestras, ya que el volumen
obtenido por animal (raton) fue muy bajo y no se alcanzé a cubrir el panel bioquimico,
ademas se podria realizar un sangrado de los animales al inicio, durante y al final del
tratamiento para asi observar la evolucién y los cambios inducidos por el tratamiento con

respecto a la dosis y tiempo.

Realizar pruebas mas especificas para evaluar el efecto antitumoral del compuesto SAHA-
VPA, mediante pruebas moleculares como western blot para detectar proteinas
involucradas en la apoptosis (anexina V, Bcl2 o caspasas) y en la proliferacion celular (ki67,
ciclina D1), tanto la apoptosis como la proliferacion son utilizados actualmente como
parametros de pronéstico (Goodwin, Rossanese, Olejniczak, & Fesik, 2015; Yerushalmi,
Woods, Ravdin, Hayes, & Gelmon, 2010), ademas de un panel bioquimico mas amplio tanto
en sangre como en orina, en el que se incluyan biomarcadores mas especificos de dafio
hepatico (bilirrubinas, ALT, glucdgeno, fosfatasa alcalina, proteinas totales, albimina, entre
otras por determinar) (Ozer, Ratner, Shaw, Bailey, & Schomaker, 2008) y dafio renal en
etapas tempranas (cistatina C, microalbumina, depuracion de creatinina, entre otras)
(Uchino, 2010).
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ANEXO 1

Tabla 3. Registro semanal del peso corporal de los animales experimentales.

Control intacto
] W) 12-jul-18 18-jul-18 24-jul-18 31-jul-18
Peso inicial| Semana 1 (% diferencia de peso| Semana 2 |% diferencia de peso| Semana 3 [% diferencia de peso
41 17.4 18 3.4 17.1 -1.7 18.2 4.6
42 17.4 18.5 6.3 17.8 2.3 18.5 6.3

46 19.4 19.6 1.0 19.4 0.0 20.3 4.6
47 18.7 18.1 -3.2 18.1 -3.2 18.0 -3.7
PROM. PESO SEMANAL (g) 18.9 19.6 19.0 19.6
% PROM DIFERENCIA PESO NA 3.5 0.3 3.5
Control alotrasplante
Animal No. 05-jun-18 | 10-jul-18 18-jul-18 24-jul-18
Peso inicial| Semana 1 |% diferencia de peso| Semana 2 |% diferencia de peso| Semana 3 % diferencia de peso
31 18.8 i%.3 -8.0 13.2 -29.8 10.2 -45.7
32 18.7 17.6 -5.9 14.4 -23.0 15.8 -15.5
36 19.9 17.3 -13.1 16.1 -19.1 17 -14.6
37 18.5 il7. & -6.5 16.4 -11.4 16.8 -9.2
PROM. PESO SEMANAL (g) 18.9 17.4 15.8 16.1
% PROM DIFERENCIA PESO NA -7.6 -16.2 -14.5
Tratamiento 10 mg/kg
Animal No 03-jul-18 10-jul-18 18-jul-18 24-jul-18
) Peso inicial| Semana 1 |% diferencia de peso| Semana 2 |% diferencia de peso| Semana 3 |% diferencia de peso
1 21.3 20.8 -2.3 16.4 -23.0 NA
2 19.2 18.7 -2.6 16.4 -14.6 16.5 -14.1

6 20.7 19.1 -7.7 17.2 -16.9 18.4 -11.1
7 21.1 20.7 -1.9 NA NA NA NA
PROM. DE PESO SEMANAL (g) 20.5 19.9 16.5 17.5
% PROM. DIFERENCIA PESO NA -2.8 -19.5 -14.7
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Continuacion ANEXO 1.

Tratamiento 30 mg/kg
S 04-jul-18 10-jul-18 18-jul-18 24-jul-18
Peso inicial| Semana 1 |% diferencia de peso|] Semana 2 (% diferencia de peso| Semana 3 |% diferencia de peso
11 20.0 19.2 -4.0 19.6 -2.0 19.5 -2.5
12 20.8 17.9 -13.9 18.3 -12.0 18.5 -11.1

16 20.1 18.4 -8.5 18.8 -6.5 19.3 -4.0

17 20.7 18.4 -11.1 17.4 -15.9 17.8 -14.0
PROM. PESO SEMANAL (g) 20.7 18.9 18.6 19.0
% PROM DIFERENCIA PESO NA -8.5 -9.8 -7.9

Tratamiento 50 mg/kg
Animal No. 05-jun-16 10-jul-18 18-jul-18 24-jul-18
Peso inicial| Semana 1 |% diferencia de peso] Semana 2 (% diferencia de peso| Semana 3 |% diferencia de peso
21 21.2 19.4 -8.5 18.3 -13.7 19.6 -7.5
22 20.7 17.7 -14.5 17.8 -14.0 18.5 -10.6

26 22.0 19.4 -11.8 19.2 -12.7 19.4 -11.8

27 21.0 17.5 -16.7 18.3 -12.9 18.5 -11.9
PROM. PESO SEMANAL (g) 21.3 18.8 18.9 19.1
% PROM DIFERENCIA PESO NA -11.5 -11.5 -10.5

Control 50mg/kg
Animal No. 31-jul-18 31-jul-18 08-ago-18 16-ago-18
Peso inicial| Semana 1 |% diferencia de peso] Semana 2 (% diferencia de peso| Semana 3 |% diferencia de peso
51 19.9 19.9 0.0 20.7 4.0 19.3 -3.0
52 22.0 22.0 0.0 22 0.0 21.6

56 15.5 15.5 0.0 15.1 -2.6 14.2 -8.4
57 16.5 16.5 0.0 16.4 -0.6 16.4 -0.6
PROM. PESO SEMANAL (g) 18.4 18.4 18.2 17.6
% PROM DIFERENCIA PESO NA 0.0 -1.1 -4.3

CYNTHIA GUADALUPE RAMIREZ FARIAS, 2018.

75



ANEXO 2.

Tabla 4. Resultados de las pruebas bioquimicas.

PARAMETROS Ctrl intacto Ctrl alotrasplante
Rn 41 Rn42 | Rn43 | Rn44 | Rn45 | Rn46 Rn47 Rn32 | Rn33 [ Rn34 | Rn35
GLUCOSA (mg/dL) 1155 | 162.3 | 200.5 | 1785 | 1585 | 157.7 | 189.7 54.7 79.4 98.1 | 128.8
PROT. TOTALES (g/dL) 6 6.3 6.1 6.2 5.9 7 5.3 5.4 4.5 5 5.1
ALBUMINA (g/dL) 4.4 4.3 4.7 5 4.7 4.1 4.2 4.2 3.5 3.8 4.3
%ALBUMINA 73.3 68.3 77.0 80.6 79.7 58.6 79.2 77.8 77.8 76.0 84.3
CREATININA (mg/dL) 1 0.4 0.8 0.8 0.2 1 0.6 0.5 0.8 0.4 1
ALT (GPT) (U/L) 11.5 8.2 7 1.2 4.6 20.5 20.7 NR 18.8 9.4 NR
AST (GOT) (U/L) 8316 251 300 282.2 | 1156 | 7275 | 303.3 NR 284.4 | 108.8 NR
UREA (mg/dL) 182 119.4 | 100.6 | 120.2 143 296.5 | 144.6 413 192 124.2 281
PARAMETROS 10mg/Kg 30mg/kg 50mg/kg
Rn2 Rnl1l | Rn12 | Rn13 | Rn15 | Rn16 | Rn27
GLUCOSA (mg/dL) 2443 | 207.2 | 1458 | 141.6 | 188.0 | 168.7 37.1
PROT. TOTALES (g/dL)| 4.7 6.0 6.0 5.3 4.9 43 5.4
ALBUMINA (g/dL) 3.2 4.2 4.1 3.5 3.7 3.7 3.6
%ALBUMINA 68.1 70.0 68.3 66.0 75.5 86.0 66.7
CREATININA (mg/dL) 0.8 0.4 0.4 0.6 0.5 0.5 NR
ALT (UL) 4.1 6.8 9.2 2.3 2.9 5.2 NR
AST (U/L) 46.7 | 1040.0 | 191.2 | 30.0 38.9 16.7 NR
UREA (mg/dL) 99.5 144.8 | 1020 | 722 60.8 67.1 153.6
PARAMETROS Control 50mg/kg
Rn51 | Rn52 | Rn53 [ Rn54 | Rn55 | Rn56 | Rn57
GLUCOSA (mg/dL) 208.9 | 519.0 | 2294 | 167.9 | 229.2 | 1174 | 185.4
PROT. TOTALES (g/dL) 6.3 7.8 6.1 5.6 5.8 6.2 5.5
ALBUMINA (g/dL) 4.3 4.2 3.8 3.6 3.7 3.8 3.4
%ALBUMINA 68.3 53.8 62.3 64.3 63.8 61.3 61.8
CREATININA (mg/dL) 15 1.2 0.6 0.9 0.9 0.9 0.9
ALT (U/L) 24.3 75.0 69.9 48.9 36.6 24.3 48.9
AST (U/L) 573.3 | 336.6 | 333 | 303.3 | 33.3 36.6 60.0
UREA (mg/dL) 99.0 85.2 88.5 83.4 98.7 774 97.5
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ANEXO 3.

Tabla 5. Mediciones del porcentaje de fibrosis por campo.

Ctrl alotrasplante 10mg/kg 30mg/kg 50mg/kg
. Area . | - Area . | . Area . - Area . .
Area total : ) % fibrosis | Area total . ) % fibrosis | Area total ; ) % fibrosis | Area total . ) % fibrosis
fibrosis fibrosis fibrosis fibrosis
12587 | 0.2497992 56080 |1.1129528 27227 |0.5403418 8655 0.1717655
35298 | 0.7005173 45160 | 0.8962366 83659 | 1.6602803 15693 | 0.3114402
32591 | 0.6467947 26541 | 0.5267275 3032 0.0601725 797 0.0158171
5038848 92659 |[1.8388925| 5038848 70974 | 1.4085362| 5038848 63220 | 1.2546519| 5038848 4035 0.0800778
114235 | 2.267086 10538 | 0.2091351 2803 0.0556278 1273 0.0252637
12436 | 0.2468024 3904 0.077478 3586 0.0711671 1557 0.0308999
24609 | 0.4883854 4877 0.096788 1912 0.0379452 2830 0.0561636
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