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RESUMEN

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente entre las mujeres a nivel
mundial. Las células tumorales asociadas a esta enfermedad presentan diversas
adaptaciones que les permiten sobrevivir y proliferar rapidamente. Una de estas
adaptaciones es la sobreexpresion de la enzima glucolitica hexocinasa I, involucrada
en el metabolismo celular y en la inhibicién de la apoptosis, lo que la convierte en un

blanco terapéutico potencial en cancer de mama.

La incomptina A es una lactona sesquiterpénica que ha demostrado un efecto
citotoxico selectivo sobre diferentes subtipos de células de cancer de mama,
posiblemente mediante la reduccion de la expresidén de hexocinasa Il. Sin embargo,
hasta ahora, su efecto no ha sido evaluado en modelos in vivo. Por ello, el presente
estudio tuvo como objetivo analizar la actividad antitumoral de la incomptina A en un

modelo murino de cancer de mama.

Posteriormente, se gener6 un modelo murino de cancer de mama mediante la
inoculacion de células 4T1 en la glandula mamaria de ratones hembra. Siete dias
después se confirmoé la formaciéon tumoral, se conformaron distintos grupos
experimentales y se administraron diferentes dosis de incomptina A. Al finalizar el
tratamiento, se extrajeron los tumores para evaluar su peso y se realizaron distintos

analisis: tincidn histolégica, western blot, citometria de flujo y estudios de actividad
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mitocondrial. Ademas, se evaluo la toxicidad oral aguda de la incomptina A en ratones

Balb/c.

Los resultados mostraron una reduccion significativa en el tamafio y peso de los
tumores tratados con incomptina A. El analisis histolégico revel6 una menor densidad
de células tumorales, mientras que el western blot mostré una disminucion en la
expresion de hexocinasa ll, sin cambios relevantes en otras proteinas del metabolismo
celular. Ademas, se observo una reduccion de la proteina anti apoptotica Bel-2 y un
aumento en la expresién de caspasa 3, lo que sugiere activacion de la via apoptética;
lo cual se confirmd mediante la citometria de flujo. Finalmente, los ensayos de
actividad mitocondrial revelaron una disminucion funcional en las mitocondrias de

estas células.

En conjunto, estos hallazgos indican que la incomptina A ejerce un efecto antitumoral
al inducir apoptosis en ceélulas de cancer de mama, probablemente a través de la
inhibicion de la hexocinasa Il. Por lo tanto, la incomptina A representa una molécula
prometedora para futuros estudios preclinicos como agente anticancerigeno,

particularmente en el tratamiento del cancer de mama.

Palabras clave: incomptina A, actividad antitumoral, cancer de mama, hexocinasa I,

apoptosis.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of cancer among women worldwide. Tumor
cells associated with this disease exhibit various adaptations that allow them to survive
and proliferate rapidly. One of these adaptations is the overexpression of the glycolytic
enzyme hexokinase I, involved in cellular metabolism and the inhibition of apoptosis,

making it a potential therapeutic target in breast cancer.

Incomptine A is a sesquiterpene lactone that has demonstrated a selective cytotoxic
effect on different subtypes of breast cancer cells, possibly by reducing hexokinase Il
expression. However, to date, its effect has not been evaluated in in vivo models.
Therefore, the present study aimed to analyze the antitumor activity of incomptine A in

a mouse model of breast cancer.

Subsequently, a murine model of breast cancer was generated by inoculating 4T1 cells
into the mammary gland of female mice. Seven days later, tumor formation was
confirmed, different experimental groups were formed, and different doses of
incomptine A were administered. At the end of treatment, tumors were removed to
evaluate their weight, and various analyses were performed: histological staining,
western blot, flow cytometry, and mitochondrial activity studies. In addition, the acute

oral toxicity of incomptine A was evaluated in Balb/c mice.



The results showed a significant reduction in the size and weight of tumors treated with
incomptine A. Histological analysis revealed a lower density of tumor cells, while
western blot showed a decrease in the expression of hexokinase Il, without relevant
changes in other cellular metabolic proteins. In addition, a reduction in the anti-
apoptotic protein Bcl-2 and an increase in the expression of caspase 3 were observed,
suggesting activation of the apoptotic pathway, which was confirmed by flow cytometry.
Finally, mitochondrial activity assays revealed a functional decrease in the

mitochondria of these cells.

Taken together, these findings indicate that incomptine A exerts an antitumor effect by
inducing apoptosis in breast cancer cells, likely through the inhibition of hexokinase II.
Therefore, incomptine A represents a promising molecule for future preclinical studies

as an anticancer agent, particularly in the treatment of breast cancer.

Keywords: incomptine A, antitumor activity, breast cancer, hexokinase Il, apoptosis.
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1.INTRODUCCION.

1.1 El Cancer.

El cancer es un término que engloba un conjunto de enfermedades caracterizadas por
una proliferacién continua y descontrolada de células anormales. Estas células pueden
diseminarse desde el lugar original del tumor (el sitio primario) a tejidos y érganos
adyacentes afectando la funcién normal del organismo. De hecho, la mayoria de las
muertes por tumores sélidos son causadas por un proceso metastasico (Dillekas et al.,
2019). Muchos autores concuerdan que el inicio del cancer se debe a la aparicion de
mutaciones en células somaticas que les confieren ventajas adaptativas como la
division y proliferacion acelerada que las distinguen de sus contrapartes normales

(Figura 1) (Zhang et al., 2024).

La célula se divide y multiplica Se acumulan mutaciones adicionales

Célula con mutacion

OBBIINGER

ARASASY ¢ L
S . . <
Ry . ‘ <

e 6D & s o o S

Las células cancerosas pueden
desplazarse a otros sitios

Figura 1. Representacion grafica de la formacion de un tumor y metastasis. Editado

de (NGHRI, 2025).



1.2 Clasificacion del cancer.

El cancer puede afectar a cualquier célula del cuerpo, por lo que actualmente existen
mas de cien tipos distintos de cancer, que varian sustancialmente en su
comportamiento y respuesta al tratamiento.

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH, 2025), los
tumores se clasifican segun el tipo de célula del que se originan. La mayoria de los

canceres entran en uno de los siguientes grupos principales:

e Carcinoma: El cancer que afecta a las células epiteliales; el carcinoma se divide
en dos subtipos: el adenocarcinoma (se desarrolla en érganos o glandulas) y el
carcinoma de células escamosas (se desarrolla en el epitelio escamoso). Este
es el tipo mas comun de cancer.

e Sarcoma: El cancer que se origina en los tejidos conectivos y de sostén, tales
como huesos, tendones, cartilago, musculos y tejido adiposo.

e Mieloma: El mieloma es un cancer que se origina en las células plasmaticas de
la médula 6sea.

e Leucemia: Las leucemias o canceres sanguineos son un tipo de cancer de los
elementos celulares que conforman la sangre.

e Linfoma: Los linfomas son canceres que se desarrollan en las glandulas o

ganglios del sistema linfatico.



1.3 Epidemiologia del cancer a nivel mundial.

De acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las
enfermedades cardiovasculares (ECV) y el cancer son las principales causas de
muerte prematura en el mundo. Se estima que por cada 10 personas que mueren
prematuramente por enfermedades no transmisibles (ENT), 4 mueren por ECV y 3
mueren por algun tipo de cancer y, segun las clasificaciones actuales y las tendencias
recientes, el cancer podria superar a las ECV como principal causa de muerte

prematura a lo largo de este siglo (Bray et al., 2021).

Hoy en dia se estima que aproximadamente una de cada cinco personas desarrollara
cancer a lo largo de su vida. Tan solo en el afio 2022, se diagnosticaron 20 millones
de casos nuevos y 9.7 millones de muertes por cancer a nivel mundial. De estos, los
mas comunes fueron el cancer de pulmén (12.4%), seguido por el cancer de mama
(11.5%), el cancer colorrectal (9.6%), el cancer de prostata (7.3%), el cancer de

estémago (4.8%) y el cancer de higado (4.3%) (Figura 2). (Bray et al., 2024).

Ademas, se estima que estas cifras se mantendran al alza durante los préximos anos,

por lo cual el cancer se considera un problema relevante de salud publica del siglo XXI.



Pulmon
(12.4%)

Mama
(11.5%)

Oftros
(49.9%)

Colorrectal
(9.6%)

Prostata
(7.3%)

Estomago (4.8%)
Higado (4.3%)
Total: 19 976 499

Figura 2. Tipos de cancer mas comunes a nivel mundial registrados en 2022 y su

incidencia en porcentajes para ambos sexos. Datos tomados de (Bray et al., 2024).

1.4 Cancer de mama.

Las glandulas mamarias son o6rganos glandulares que se encuentran sobre las
costillas superiores y los musculos del pecho. Cada mama se compone principalmente
de glandulas, conductos, tejido graso y tejido conectivo (Figura 3). La funcion
fisioldgica de las glandulas mamarias en mujeres es la produccion y liberacion de leche

para alimentar a los recién nacidos (NCI, 2025).

El cancer de mama (CM) es un crecimiento aberrante y descontrolado de las células
epiteliales, de los conductos y/o de los lobulillos de las glandulas mamarias. Este
cancer es el mas comun en mujeres a nivel mundial; y aunque se presenta casi

exclusivamente en mujeres, también los hombres pueden padecerlo (ACS, 2025).



Anatomia de la mama femenina
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Figura 3. Anatomia de la mama femenina. Tomado de (NCI, 2025).

1.5 Estadificacion del cancer de mama.

La estadificacién del CM es el proceso mediante el cual los médicos determinan la
extension y gravedad del cancer en el cuerpo con el fin de diagnosticar y optar por el
tratamiento mas adecuado. El sistema de estadificacion que se utiliza con mas
frecuencia para el CM es el sistema TNM del Comité Conjunto Estadounidense sobre
el Cancer (AJCC), el cual es una estrategia para agrupar a las pacientes respecto a su
pronéstico. Este sistema se basa en el tamafo de tumor (T), la propagacion a los

ganglios linfaticos cercanos (N) y la propagacién (metastasis) a sitios distantes (M)

(Amin et al. 2017) (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion TNM en cancer de mama de acuerdo con AJCC.

Estadios de cancer de mama (TNM)
Estadio 0 Tis (in situ) NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il A T0 N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio Il B T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio A | TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
EstadiolllB | T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Estadio Il C | Cualquier T, N3 MO
Estadio IV Cualquier T, cualquier N, M1

T: tamano del tumor, N: compromiso linfatico nodal, M: metastasis.



1.6 Subtipos moleculares del cancer de mama.

El CM es heterogéneo, por lo cual, en lugar de basarse unicamente en caracteristicas

histolégicas (como el tamafio o la invasion), la clasificacibn molecular analiza los

perfiles genéticos y las caracteristicas biolégicas de las células tumorales como la

expresion de biomarcadores, tipo receptores celulares (Tabla 2), lo que permite una

comprensiéon mas precisa de la biologia del cancer. Esta clasificacion ayuda a

identificar subtipos especificos de CM y permite la eleccion de un tratamiento mas

personalizado (Tsang y Tse, 2020).

Tabla 2. Descripcion general de los subtipos moleculares de cancer de mama

Subtipo Perfil genético Fenotipo IHQ Sobrevivencia
Luminal Alta expresién de genes epiteliales luminales y genes RE, RP
A relacionados con RE. 220%, Alta
HER2-, Ki67 bajo
Luminal Baja expresién de genes epiteliales luminales y genes RE, RP
B relacionados con RE, pero un mayor nivel de proliferacion y <20% Alta/
genes relacionados con HER2 que luminal A. HER2+ intermedia
Ki67 alto
HER2+ Alta expresion de genes relacionados con HER2; baja RE-, RP-, HER2+
expresion de genes relacionados con RE. Intermedia
Triple Alta expresion de genes basales epiteliales y de RE-, RP-, HER2-
negativo | proliferacion; baja expresion de genes relacionados con RE Ki67 alto Baja

Y HER2.

Abreviaturas: RE, receptor de estrégeno; RP, receptor de progesterona; HER2, receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; KI67, marcador

utilizado para determinar la fraccion de crecimiento de una poblacion celular determinada; IHQ, inmunohistoquimica.




1.7 Tratamientos contra el cancer de mama.

Una vez que se ha detectado el CM, se debe optar por elegir el tratamiento adecuado
para combatirlo, tomando en cuenta factores como el estadio, el grado de avance, la
presencia de determinados biomarcadores y el estado general de salud, asi como las
preferencias personales. Todo esto con el fin de conocer los beneficios y los riesgos
que el tratamiento implique. Los tratamientos contra el CM se dividen en dos grandes

categorias: locales y sistémicos (ACS, 2025) (Figura 4).

Tratamientos locales: son aquellos que van dirigidos al tumor sin afectar el resto del

cuerpo.

e Cirugia: se realiza con el fin de extirpar el tumor y puede variar dependiendo de
qué tan avanzado se encuentre el cancer.

e Mastectomia: cirugia realizada para extirpar el seno de manera parcial o total.

e Radioterapia: es un tratamiento en el que se usan rayos X de alta energia u
otros tipos de radiacidén para destruir células cancerosas y/o impedir que se

multipliquen.

Tratamientos sistémicos: son medicamentos que se distribuyen por todo el cuerpo para

atacar a las células cancerosas en donde quiera que se encuentren.

¢ Quimioterapia: se usan medicamentos que inhiben el crecimiento de las células

cancerosas, ya sea destruyéndolas o evitando que se multipliquen.



e Terapia hormonal: se retrasa o detiene el crecimiento de tumores sensibles a
las hormonas al bloquear la capacidad del cuerpo para producir o al interferir
con la accién de las hormonas en las células tumorales.

e Terapia dirigida: actua sobre las proteinas que controlan la forma en que las
células cancerosas se multiplican, dividen y diseminan.

¢ |Inmunoterapia: terapia donde se apoya al sistema inmunitario de una persona

a combatir el cancer.

» Cirugia
» Tratamiento local o -
regional ) i
» Radioterapia
5 SERM'S : 1|\;|amo><|tfer|10
N X » Luminal A » Analogos ala PG - €gestro
» Terapia Hormonal ~ % Inhibidores de la » Anastrol
: > Luminal B aromatasa r Exemestano
Tratamientos » Letrozol
contra el
cancer de )
mama » Anticuerpos N
» Terapias blanco | HER-2+ ‘ monoclonales T Trastuzumab
e N o | » Pertuzumab
» Terapia sistémica - » Inhibidores de la 7 % Imatinib
adyuvante - - cinasa > Gefitinib
N - . Triple » Agentes alquilantes » Cisplatino
» Quimioterapia — .
p negativo | > Antimetabolitos » Metotrexato
» Antibidticos antitumorales 7| > Doxorrubicina
¥ Inhibidores de la TOP » Etoposido

Figura 4. Tratamientos utilizados contra el cancer de mama. Abreviaturas: HER2+
(Receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano); SERM’S (Moduladores

selectivos de receptores estrogénicos); PG (progesterona); TOP (topoisomerasa).



1.8 Reacciones adversas de los tratamientos contra el cancer de mama.

La principal actividad de los tratamientos utilizados contra el CM es afectar la
proliferacion y/o la viabilidad de las células tumorales; no obstante, también pueden
afectar en menor medida a células sanas, lo que puede provocar diversas reacciones
adversas. Estas reacciones pueden variar segun el tratamiento y el estadio del tumor,
asi como las caracteristicas individuales de cada persona, lo que puede llegar a afectar

la calidad de vida de las pacientes de manera considerable (Tommasi et al., 2022).

A continuacion, se mencionan los efectos indeseables y adversos producidos por los

tratamientos utilizados contra el CM.

Cirugia

e Dolor y sensibilidad: es comun experimentar dolor en el area de la cirugia, que
puede ser temporal o prolongarse.

e Hinchazén: la hinchazén alrededor de la zona operada es frecuente,
especialmente después de una mastectomia.

e Cambios en la forma del pecho: puede haber cambios visibles en la forma o
tamarno del pecho.

e Linfedema: enfermedad crénica y progresiva caracterizada por la acumulacion

de liquido en los tejidos intersticiales del brazo, hombro y cuello.
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Radioterapia

La radioterapia utilizada para tratar CM puede causar diversos efectos secundarios a

corto y a largo plazo (ACS, 2025).

Los efectos secundarios de la radioterapia a corto plazo incluyen:

Reacciones en la piel: enrojecimiento, sequedad, picazon, irritacion o dolor en
la zona tratada.

Fatiga: la radioterapia puede causar cansancio y debilidad que puede empeorar
mediante avanza el tratamiento.

Hinchazon y dolor: se puede presentar en los senos y/o en el area del pecho.

Vomitos y nauseas: la radiacion puede llegar a provocarlos.

El uso de radioterapia durante un tiempo prolongado puede desarrollar efectos

secundarios a largo plazo y algunos de importancia como:

Dano pulmonar: la radioterapia puede llevar a efectos tempranos en pulmones
como la aparicién de neumonitis o efectos tardios, como fibrosis pulmonar.
Neuropatia: la radiacién al seno puede causar dafo a algunos nervios del brazo
y otras complicaciones como entumecimiento, hormigueo, dolor y debilidad en
el hombro, el brazo y la mano.

Cardiotoxicidad: la radiacién puede afectar el corazén debido al endurecimiento

de las arterias, dafio a la valvula coronaria o palpitaciones cardiacas irregulares.
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¢ Debilitamiento de las costillas: la radioterapia puede debilitar las costillas, lo que
podria ocasionar una fractura.

e Mayor riesgo de canceres secundarios: existe un riesgo ligeramente mayor de
desarrollar otros tipos de cancer, como el angiosarcoma, en la zona tratada con

radiacion.

Terapia hormonal

La terapia hormonal es una estrategia clave en el tratamiento de CM con receptores
hormonales positivos (estrégenos y/o progesterona) y aunque generalmente es bien
tolerada, puede presentar efectos secundarios que varian segun el tipo de
medicamento y las caracteristicas individuales de cada paciente. Los efectos
secundarios de la terapia hormonal dependen en gran medida del farmaco utilizado.
Sin embargo, los sofocos, la disfuncién sexual, el aumento de peso, los sintomas
musculoesqueléticos y la fatiga son efectos secundarios comunes de todas las terapias

hormonales (Franzoi et al., 2021).

Los moduladores selectivos de receptores estrogénicos (SERM'S), como el
tamoxifeno y toremifeno poseen una estructura quimica que les confiere afinidad para
unirse a los receptores de estroégenos, induciendo efectos antagonistas estrogénicos
en érganos como la mama y el endometrio, y efectos agonistas estrogénicos en hueso,
corazon e higado. Debido a esto, estos farmacos pueden tener efecto en células sanas

y provocar reacciones adversas.
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Entre los principales efectos adversos de los SERM’'S se menciona el aumento de
riesgo de cancer endometrial, la fragilidad ésea, la formacién de coagulos sanguineos

y la embolia pulmonar (Pérez et al., 2004).

Otros farmacos utilizados para tratar este subtipo de CM son los inhibidores de la
aromatasa como el anastrozol, letrozol y exemestano, los cuales bloquean la
produccion de estrégenos. Entre los efectos secundarios que pueden llegar a
presentar estos farmacos se han reportado dolores, sofocos, fatiga, sequedad vaginal
y algunos menos comunes, pero mas graves como enfermedad cardiovascular,

dislipidemia, depresion y osteoporosis (Bell et al., 2020).

Terapia dirigida

La terapia dirigida para el CM es un tipo de tratamiento que actua especificamente
sobre moléculas o mecanismos implicados en el crecimiento y supervivencia de las
células cancerosas. Aunque suele tener menos efectos secundarios que la
quimioterapia convencional, no esta exenta de efectos adversos. Estos varian segun
el tipo especifico de terapia dirigida utilizada que se basa principalmente en el uso de

anticuerpos monoclonales e inhibidores de cinasa (ACS, 2025).

Trastuzumab es uno de los anticuerpos monoclonales que se dirigen contra HER-2,
una proteina sobre expresada en algunas células cancerosas y puede administrarse

solo o en combinacién con quimioterapia (EBCTCG, 2021).

Entre los efectos adversos clinicamente significativos asociados con trastuzumab se

incluyen: dolor no especificado, astenia, nasofaringitis, trastornos cutaneos, dispepsia,
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parestesia, infecciones respiratorias, aumento del lagrimeo, diarrea, mialgia, edema,
fiebre, hemorragia nasal, eventos cardiacos, insomnio, tos, dolor de espalda, disnea,
escalofrios, mareos o veértigo, hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva,

problemas gastrointestinales y deshidratacion (Jackson et al., 2022).

Por otro lado, los inhibidores de cinasa como lapatinib, neratinib y el tucatinib, que se
utilizan para bloquear las enzimas responsables de la proliferacion celular se han
asociado con efectos adversos como: anorexia, diarrea, nauseas, vomitos, toxicidades
cutaneas, aumento de enzimas hepaticas y problemas cardiacos, que pueden incluir

hipertension y alteraciones en la funcion cardiaca (Schlam y Swain, 2021).

El manejo de estos efectos adversos suele implicar un monitoreo regular, tratamiento
sintomatico, cuidados de soporte y ajustes en la dosis segun sea necesario. Es crucial
que la terapia sea supervisada por un equipo medico especializado para adaptar el
tratamiento a las necesidades individuales del paciente y minimizar los efectos

secundarios.

Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento médico que utiliza medicamentos que destruyen
células cancerosas y/o impiden que se dividan; estos pueden administrarse solos o en
combinacion con otros tratamientos con el fin de tener una mejor respuesta. Sin
embargo, estos medicamentos se administran de manera sistémica y no son dirigidos
especificamente a las células cancerosas por lo que muchas células sanas resultan

dafiadas durante el tratamiento, lo que conlleva a la presencia de efectos indeseables
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que pueden variar en intensidad dependiendo del paciente, la combinacion de

farmacos y otros factores individuales (ACS, 2025).

A continuacion, se menciona una lista de efectos secundarios y adversos que pueden

presentarse durante la quimioterapia:

e Fatiga: uno de los efectos mas frecuentes, que puede variar desde cansancio
leve hasta una fatiga extrema que afecta las actividades diarias.

e Nauseas y vomitos: aunque los medicamentos antieméticos pueden ayudar a
controlar estos sintomas, muchas personas aun pueden experimentar nauseas.

e Pérdida de apetito: esto puede contribuir a la pérdida de peso y debilidad
general.

o Caida del cabello: pérdida de cabello en todo el cuerpo, aunque este efecto es
generalmente reversible después del tratamiento.

e Cambios en la piel y las ufias: la piel puede volverse mas sensible o seca; las
ufias pueden volverse quebradizas.

¢ Problemas digestivos: incluyen diarrea o estreiimiento.

e Problemas de fertilidad: la quimioterapia puede afectar la fertilidad; algunas
mujeres pueden experimentar menopausia temprana.

e Efectos en la sangre: puede haber una disminucion en el conteo de gldbulos
blancos, rojos y plaquetas, lo que aumenta el riesgo de infecciones, anemia y
sangrado.

e Dolores y molestias: puede haber dolores musculares o articulares.
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¢ Infecciones: la reduccién en el conteo de gldébulos blancos aumenta el riesgo de
infecciones.
e Problemas emocionales: sentimientos de ansiedad, depresion o estrés

emocional.

Algunos farmacos quimioterapéuticos son téxicos para érganos especificos, como el
corazon, el higado o los rifiones, lo que puede causar efectos secundarios mas graves

a largo plazo.

Debido a que la quimioterapia no es selectiva es necesario desarrollar tratamientos
mas especificos y que minimicen el dano a las células sanas, ademas de monitorear
el seguimiento de los pacientes, especialmente durante y entre los ciclos de
tratamiento, con el fin de observar a tiempo el desarrollo de toxicidad (van den

Boogaard et al., 2022).

1.9 Medicina tradicional mexicana.

La OMS define a la medicina tradicional como la suma de los conocimientos,
habilidades y practicas basadas en las teorias, creencias y experiencias indigenas de
diferentes culturas, explicables o no, que se utilizan en el mantenimiento de la salud y
la prevencion, el diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas y
mentales. Hoy en dia, 170 paises han comunicado que utilizan la medicina tradicional

y México no es la excepciéon. (OMS, 2023).
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La medicina tradicional mexicana se remonta a tiempos prehispanicos, antes de la
llegada de los espafoles a América, principalmente en las civilizaciones
mesoamericanas, como los aztecas y los mayas. Estas culturas tenian un profundo
conocimiento de las plantas medicinales, muchas de las cuales aun se usan hoy en
dia debido a que sus beneficios fueron transmitidos de forma oral y documentados en

cbdices (Bejar et al., 2000).

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el numero de plantas medicinales;
con un registro de 3,000 plantas en el herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), de las cuales, solamente se ha hecho analisis farmacoldgico del 5% de ellas
(CONABIO, 2020). Por lo tanto, el estudio de estas plantas es una gran oportunidad

para el descubrimiento de sustancias con actividad farmacolodgica.

1.10 Las plantas medicinales como fuente de agentes anticancerigenos.

Como se menciono, el cancer cuenta con diferentes estrategias terapéuticas, como la
cirugia, la radioterapia y la quimioterapia, cuyo objetivo es matar a las células
cancerosas y aumentar la esperanza de vida de los pacientes. Sin embargo, estas
terapias presentan una variedad de efectos indeseables vy, a la larga, pueden generar
resistencia. Por lo tanto, es de vital importancia la busqueda de nuevos agentes
anticancerigenos. En los ultimos anos, las plantas han sido una fuente importante de
compuestos bioactivos utilizados en la medicina, especialmente en el tratamiento
contra el cancer. Muchos farmacos anticancerigenos actuales tienen su origen en

productos naturales derivados de plantas, gracias a su gran diversidad quimica y
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bioldgica. A continuacion, se enlista una variedad de plantas y compuestos que han

mostrado eficacia contra distintos tipos de cancer (Tabla 3).

Tabla 3. Plantas y compuestos bioactivos con actividad anticancerigena.

Nombre Nombre Familia Compuestos Actividad Referencia
cientifico comun anticancerigenos biologica
Taxus Tejo del Taxaceae Taxol Inhibe la division (Schiff et al.,
brevifolia Pacifico celular mediante 1979).
estabilizacion de los
microtubulos.
Catharanthus Vinca Apocynaceae Vincristina Inhibe la formacion | (Miura et al.,
roseus rosada de microtubulos en 1988).
el huso mitético.
Camptotheca | Arbol de Cornaceae Camptotecina Inhibe la (Hsiang et
acuminata la topoisomerasa | del al., 1985).
Felicidad ADN.
Curcuma Curcumina Inhibicion de la (Amaroli et
longa Cdrcuma Zingiberaceae proliferacion celular al., 2024).
e induccion de la
apoptosis.
Tanacetum | Matricaria Partenolida Inhibicion del factor | (Kashkooe et
parthenium Asteraceae de transcripcion

nuclear kappa B
(NF-kB).

al., 2024).
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Generalidades de la especie Decachaeta incompta.

Decachaeta incompta (DC.) R.M.King & H.Rob. pertenece al género Decachaeta de la
familia Asteraceae, orden Asterales. El género comprende 9 especies aceptadas: D.
haenkeana, D. ovandensis, D. ovatifolia, D. perornata, D. pyramidalis, D. scabrella, D.

serboana, D. thieleana y D. incompta.

D. incompta o Eupatorium incomptum DC. crece principalmente en el bioma
subtropical y en nuestro pais es conocida con el nombre de “solecito” (POWO,2025).
D. incompta es una hierba erecta moderadamente ramificada que puede alcanzar los
3 metros de altura; posee hojas, filarios, corolas y estilos con pelos glandulares. Los
tallos son estriados de color marron y las hojas son ovadas y generalmente se
encuentran alternadas. Sus inflorescencias contienen entre 8-16 flores de color

amarillo o blancas aproximadamente (King y Robinson, 1969) (Figura 5).

El area de distribucién de esta especie abarca desde México hasta Guatemala a una
altitud de entre 900-2000 m sobre el nivel del mar; D. incompta se ha avistado en
estados como Oaxaca, Michoacan, Jalisco, Puebla y Veracruz (Turner et al., 2011).

(Figura 6).
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Figura 5. Decachaeta incompta (DC) R. M. King and H. Robinson. Foto tomada de

(Calzada et al., 2022).

Ly

Figura 6. Distribucion de D. incompta (POWO, 2025).
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2.2 Usos tradicionales de D. incompta.

La familia Asteraceae es uno de los grupos de plantas vasculares mas grande que
hay, con mas de 1600 géneros y 25000 especies a nivel mundial. Muchos miembros
de esta familia se han utilizado en la dieta y la medicina durante siglos. En México,
algunas plantas de la familia Asteraceae forman parte del conocimiento tradicional,
donde se han utilizado como alimento, fuente de aceites, insecticidas y plantas
ornamentales; sin embargo, su principal uso es en la medicina tradicional (Rolnik y

Olas, 2021; Cilia-Lopez et al., 2021).

D. incompta es una planta de la familia de las asteraceas que ha sido utilizada en la
medicina tradicional mexicana; especificamente en el estado de Oaxaca donde segun
comunicaciones privadas de un hierbero local, las hojas de esta planta se utilizan en
manera de infusién para tratar enfermedades gastrointestinales desde dolores
estomacales hasta diarrea (Calzada et al., 2009). Estas observaciones llevaron a

distintos estudios fitoquimicos con el fin de identificar y purificar diversas moléculas.

2.3 Estudios fitoquimicos de D. incompta.

Las plantas sintetizan compuestos organicos conocidos como metabolitos, que se
dividen en dos categorias principales: primarios y secundarios. Los metabolitos
primarios son compuestos esenciales para el crecimiento, desarrollo y reproduccion
de las plantas (proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos); mientras que los
metabolitos secundarios son compuestos no esenciales para la supervivencia, pero

que desempefan roles importantes en la defensa, la comunicacién y la adaptacion al
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medio ambiente (aceites esenciales, alcaloides, cumarinas, esteroides, fenoles,
flavonoides, glucésidos, gomas, iridoides, lignanos, mucilagos, pectinas, quinonas,

saponinas, taninos y terpenos) (Verdecia et al., 2021).

Los terpenoides, y especificamente las lactonas sesquiterpénicas son un grupo de
metabolitos secundarios ampliamente distribuidos y diversificados en la familia de
plantas Asteraceae, en la que se han reportado mas de 5,000. Las lactonas
sesquiterpénicas juegan un rol importante en la interaccion entre plantas e insectos,
actuando como atractores, disuasivos y anti alimentarios. Por otro lado, en los
humanos juegan un rol importante como parte de una dieta balanceada como agentes
terapéuticos y farmacolégicos, ya que poseen actividades biologicas relevantes, como
antibacteriales, antifungicas, antivirales, antiinflamatorias y anticancerigenas (Chadwik

et al., 2013).

Debido a que la planta D. incompta se usa de manera tradicional en enfermedades
gastrointestinales se realizaron estudios fitoquimicos con el fin de identificar y
cuantificar los fitoquimicos presentes. Segun la metodologia de (Calzada et al., 2009)
se recolectaron hojas de D. incompta, se molieron y se realizd el proceso de
percolacion a temperatura ambiente con diclorometano. Después de la filtracion, el
extracto se concentré al vacio, el cual se inyecté en una cromatografia en columna
utilizando el sistema de gradiente de disolvente: hexano y diclorometano/metanol.
Finalmente, se obtuvieron 10 fracciones de las cuales la fraccion 1 (F1) y la fraccion 8
(F8) se purificaron por cristalizacién y se obtuvieron dos lactonas sesquiterpénicas tipo

heliangdlidas que se denominaron incomptina A e incomptina B. Aidos mas tarde,
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(Bautista et al.,2012) purific6 dos nuevas lactonas sesquiterpénicas a las que

denomino incomptina C e incomptina D. (Figura 7).

De estas cuatro lactonas, la que mas ha sido estudiada es la incomptina A debido a

que posee actividades farmacolégicas de interés.

Incomptina C Incomptina D

Figura 7. Lactonas sesquiterpénicas purificadas de D.incompta.
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2.4 Actividades farmacolégicas de la incomptina A.

La actividad farmacolégica de D. incompta y especificamente de la incomptina A (IA)

se han reportado mediante estudios in vitro, in silico e in vivo.

Las plantas de la familia Asteraceae, han sido utilizadas tradicionalmente para tratar
dolores estomacales y enfermedades gastrointestinales como la diarrea. En este
contexto, se evaluo el extracto de las hojas de D. incompta, asi como las incomptinas
Ay B, en trofozoitos de Entamoeba histolytica y Giardia lamblia; donde la IA mostro
concentraciones inhibitorias 50 (Clso) de 2.6 pg/ml para E. histolyticay 18.1 ug/ml para
G. lamblia, valores comparables a los del farmaco antiamiba emetina (Calzada et al.,

2009).

ARos mas tarde, se realizaron estudios protedmicos en trofozoitos de E. histolytica
donde se evidencid que el tratamiento con IA provocd una regulacion negativa de tres
enzimas glucoliticas; la enolasa, el piruvato:ferredoxina oxidorreductasa y la fructosa-
1,6-bifosfato aldolasa. Estos resultados llevaron a hipétesis de que IA podria actuar
alterando el metabolismo energético de E. histolytica (Velazquez-Dominguez et al.,

2013).

Actividad citotoxica y antitumoral de IA

El cancer presenta rasgos distintivos, conocidos como "hallmarks", que permiten
comprender su diversidad. Uno de estos rasgos es la reprogramacion metabdlica,
donde las células cancerosas adoptan un metabolismo principalmente glucolitico,

incluso en presencia de oxigeno (Hanahan y Weinberg, 2011; Warburg, 1925). Dado
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que la IA altera el metabolismo energético en E. histolytica, se decidié investigar su

potencial anticancerigeno debido a esta caracteristica.

El primer estudio realizado sobre la actividad anticancerosa de la IA, se llevé a cabo
sobre lineas celulares de linfoma no Hodgkin (U-937, Farage, SU-DHL-2 y REC-1),
donde el tratamiento con |A mostrando una Clso de 0.12 £ 0.02, 2.3 £ 0.55, 3.2 + 0.04
y 3.5 £ 0.01 mM, respectivamente. Ademas, se observo la induccion de apoptosis, la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y cambios
en la expresién de proteinas, incluyendo las de la via glucolitica (Pina-Jiménez et al.,
2021). Posteriormente se evaluo la actividad antitumoral de IA en un modelo in vivo de
linfoma no Hodgkin en ratones de la cepa Balb/c, donde se obtuvo una dosis efectiva
50 (DEso) de 2.4 + 0.10 mg/kg (Calzada et al.,2021). Estos resultados fueron
prometedores y abrieron la puerta a evaluar la actividad antitumoral de IA en otros

tipos de cancer como el cancer mamario.

La actividad anticancerosa de la IA se evalu6 en distintas lineas celulares de cancer
mamario: 4T1 (cancer de mama de raton triple negativo), MDA-MB-231 (cancer de
mama humano triple negativo), SK-BR-3 (cancer de mama con sobreexpresion de
HER2), T-47D (cancer de mama humano luminal A), MCF7 (cancer de mama humano
luminal A) y en la linea celular no tumorigénica MCF10A (células epiteliales de glandula
mamaria). Los resultados mostraron que el tratamiento con IA tiene concentraciones
citotoxicas 50 (CCso) de 6.209 + 0.38, 7.58 + 0.25, 5.64 + 0.09, 7.83 + 0.056, 6.844 +

0.25y 13.12 + 0.35 pg/ml, respectivamente. Este estudio evidencié que IA presenta
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una actividad citotdxica selectiva hacia las células cancerosas, causando menos dafo

en las células no tumorigénicas (MCF10A).

Una vez que se comprobo que IA posee actividad citotoxica en lineas celulares de CM,
se analiz6 si IA podia afectar la expresion de enzimas glucoliticas en las células
tratadas, especificamente de hexocinasa Il (HKIl), aldolasa (ALDO) y lactato
deshidrogenasa (LDH) mediante estudios de western blot. De ellas, solo la expresion

de HKII se vio afectada por el tratamiento con IA.

Posteriormente, se realizaron estudios de acoplamiento molecular in silico entre la IA
y la proteina HKII. Se observé que la IA tiene un sitio de union a HKII muy similar a 2-
desoxi-D-glucosa (2-DG), un inhibidor de HKII. Estos resultados nos sugieren que la
actividad anticancerosa de IA en las lineas celulares de cancer de mama podria estar

involucrado de manera directa a la union con HKII (Arietta et al., 2023).

2.5 HKIl y su relevancia como blanco terapéutico en el cancer.

Las hexocinasas, tal como la HKII; desempefan un papel crucial en la captacion y
disposicion celular de la glucosa. Por lo cual, en células cancerosas, existe una
elevacion en la expresidon de estas enzimas lo que contribuye a la reprogramacion
metabdlica y al desarrollo de esta enfermedad. En tumores mamarios humanos, la
sobre expresion de HKIl se ha asociado con una alta probabilidad de recurrencia y mal
prondstico, considerandola un blanco relevante contra el cancer (Shin y Koo, 2021;

Sato-Tadano, 2013).

26



Ademas de las funciones metabdlicas, la HKIl puede inhibir la apoptosis debido a una
interaccion fisica con las mitocondrias. Esto es posible, debido a que HKII se inserta
en la membrana externa mitocondrial (MOM) e interactua especificamente con el canal
aniénico dependiente de voltaje 1 (VDAC1). Esta unién inhibe la liberacion del
citocromo C (Cyt ¢) y compite directamente con moléculas pro apoptéticas como BAX
y BAK, lo que inhibe la apoptosis de las células cancerosas (Figura 8) (Schoeniger et

al., 2022; Haloi et al., 2021; Magri et al.,2018).

La inhibicion de la apoptosis mediante HKIl se ha observado en distintos tipos de
cancer y se sugiere contribuye a la sobrevivencia y resistencia a farmacos
quimioterapéuticos (Mathupala et al., 2006). Por lo tanto, HKIl ha tomado relevancia
en los ultimos afilos como un blanco terapéutico para combatir el cancer; ya que al
inhibir su interaccién con la mitocondria disminuye la proliferacion, la viabilidad y la
metastasis de las células cancerosas, asi como la induccién de apoptosis (Fan et al.,

2019; Zheng et al. 2022).
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Figura 8. Funciones anti apoptodticas y metabdlicas de la hexocinasa |l mitocondrial
(HKII). lzquierda: La unién especifica de HKIl a la membrana mitocondrial externa
(OMM) promueve los intercambios de ATP a través de complejos que consisten en un
canal anionico dependiente de voltaje 1 (VDAC1). EI ATP liberado podria participar
directamente en la transicion de glucosa a glucosa-6-fosfato, lo que acelera la actividad
glucolitica. Mientras tanto, la union de HKIl a OMM también antagoniza la interaccién
de Bax con el sitio de contacto mitocondrial, lo que previene la aparicion de apoptosis.
Derecha: La separacion de HKII de VDAC permite la union de Bax e induce cambios
potenciales entre la membrana mitocondrial externa e interna, conduciendo a la
liberacion de citocromo C y factores inductores de apoptosis (AlIF) de la mitocondria
provocando la apoptosis celular (Glu-6-F: glucosa 6 fosfato, HKIl: Hexocinasa Il)

(Editada de Wang et al., 2012).
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3. JUSTIFICACION.

El cancer de mama continua siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad por
cancer en mujeres tanto a nivel mundial como en México. Su elevada incidencia y la
tendencia creciente en los casos nuevos representan un problema urgente de salud
publica y aunque los tratamientos convencionales han mejorado la supervivencia, sus
efectos adversos severos, la toxicidad sistémica y la aparicion de resistencia
terapéutica limitan su eficacia y reducen significativamente la calidad de vida de las
pacientes. Ante este panorama, es indispensable explorar alternativas terapéuticas
mas selectivas y menos tdéxicas. La incomptina A, un compuesto con potencial
actividad antitumoral reportada en estudios preliminares, representa una opcion
prometedora para el desarrollo de nuevas estrategias contra el cancer de mama.
Evaluar su efecto en un modelo in vivo es un paso fundamental para determinar su

eficacia bioldgica real, su posible mecanismo de accion y su perfil de seguridad.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢La incomptina A puede disminuir el tamafio tumoral en un modelo murino de cancer

de mama mediante la alteraciéon de HKIl y la induccion de apoptosis?

5. HIPOTESIS.

La incomptina A es una lactona sesquiterpénica con actividad citotoxica en distintas
lineas celulares de cancer de mama mediante la disminucion en la expresiéon de HKII,

por lo tanto, el tratamiento con incomptina A mostrara actividad antitumoral en un
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modelo murino de cancer de mama mediante la alteracion de HKIl y la induccién de

apoptosis en las células tumorales, lo que provocara la disminucion del tumor.

6. OBJETIVO GENERAL.

Explorar el papel antitumoral de la incomptina A en un modelo murino de cancer de

mama.

7. OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar la toxicidad oral aguda y establecer la dosis letal 50 (DLso) de la

incomptina A en ratones.

e Generar un modelo murino de cancer de mama.

e Analizar la inhibicidn del crecimiento tumoral de la incomptina A en un modelo
murino.

e Definir la participacion de la incomptina A en el metabolismo glucolitico de
tumores de cancer de mama.

e Definir la implicacién de la incomptina A en la muerte celular de las células
tumorales.

e Proponer el posible mecanismo de accion de la incomptina A sobre la inhibicion

del crecimiento tumoral.
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8. MATERIALES Y METODOS.

8.1 Incomptina A.

La incomptina A fue proporcionada por el Dr. Elihd Bautista, la cual se purificé a partir
de las hojas de D. incompta segun la metodologia informada por (Bautista et al. 2012)
La identificacién de IA se realiz6 mediante resonancia magnética nuclear con una

muestra auténtica con 99% de pureza.

8.2 Cultivo celular.

La linea celular 4T1 (cat. CRL-2539) de cancer de mama murino se adquirié del Bank
of the American Type Culture Collection (ATCC). Las células 4T1 se mantuvieron en
medio RPMI-1640 (GIBCO cat 11875093) con 100 pg/ml de penicilina/estreptomicina
(GIBCO 15140148), suplementado con suero fetal bovino al 10% (GIBCO 26140079)
y 100 ug/ml de penicilina/estreptomicina. Las células se incubaron y mantuvieron en
una atmésfera humidificada a 37°C y 5% de CO2 hasta que alcanzaron un 80% de

confluencia.

8.3 Animales de laboratorio.

Se utilizaron ratones hembra virgenes de la cepa BALB/c de entre 8-12 semanas de
edad con un peso promedio de 22+3 g proporcionados por el bioterio del Centro
Médico Nacional siglo XXI del IMSS. Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de 18-26°C de temperatura y 40-70% de humedad, en jaulas de polivinilo

limpias y estériles, con alimento y agua ad libitum.
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El experimento se llevé a cabo bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
NOM 0062-Z00-1999 denominada Especificaciones Técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Todas las investigaciones se realizaron
con la aprobacién del Comité de Etica Hospitalaria de Especialidades del Centro

Médico Nacional Siglo XXI del IMSS (registro: R-2018-785-111).
8.4 Toxicidad oral aguda.

La evaluacién de la toxicidad oral aguda de IA y el farmaco control, doxorrubicina
(DOXO), se realiz6 de acuerdo con los lineamientos descritos por la OECD (OECD
Guideline For Testing of Chemical «Acute Oral Toxicity Acute Toxic Class Method» N°
423) (OECD, 2001). Para cada grupo se utilizaron tres ratones de la cepa BALB/c
(hembras), con peso de 2313 g. Los ratones se mantuvieron en ayunas durante 4 h
antes de una administracion unica de |IA y DOXO en dosis de 100, 150 y 200 mg/kg
por via intragastrica. Los grupos de estudio se mantuvieron en observacién durante 4
h después de la administracion de los tratamientos para observar cualquier anomalia,
como diarrea, convulsiones, espasmos, vomitos, coma o mortalidad. La observacion
se mantuvo diariamente durante 15 dias después de la administracion. En el dia 15,
los ratones fueron sacrificados para realizar una autopsia y descartar cualquier dafio
macroscopico en los 6rganos. Finalmente, la dosis letal 50 (DLso) se calculé mediante
interpolacién lineal de los valores del porcentaje de mortalidad, para cada dosis,

utilizando el programa GraphPad Prisma version 8.
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8.5 Modelo murino de cancer de mama.

El modelo murino de cancer de mama se realizé segun el protocolo de (Pulaski, 2001).
Se inocularon células 4T1 (1x10° células en 100 uyl de medio de cultivo) por via
subcutanea alrededor de la glandula mamaria inferior izquierda de los ratones.
Posteriormente se verifico la formacion del tumor mediante palpacion 7 dias después
de la inoculacion. Una vez implantado el tumor, se formaron grupos de ratones de

forma aleatoria y se inicio el tratamiento.

8.6 Actividad antitumoral.

Los animales con tumor palpable fueron seleccionados y se dividieron en cinco grupos
(n = 6): Sin tratamiento (ST); tratados con DOXO (80 mg/kg) y grupos tratados con

distintas concentraciones de 1A (0.07, 0.7 y 2.5 mg/kg).

Para determinar las dosis de IA se utilizé como referencia la concentracion citotoxica
50 (CCso) de la linea celular 4T1 (7 pg/ml) obtenida con anterioridad (Arietta et al.,
2023) y se multiplico 10X, 100X y 350X. Todos los tratamientos se administraron por
via oral-intragastrica durante 8 dias. Los tamarfos de los tumores se midieron cada 2
dias usando un vernier y el volumen del tumor (VT) se calculé usando la siguiente
férmula: VT= A x B2 x 0.5, donde A= diametro mas largo del tumor y B= diametro mas
pequefio del tumor. Semanalmente se registré el peso y la supervivencia de los
animales. La evaluacion de la actividad antitumoral se determiné comparando el peso
promedio del crecimiento del tumor mamario en los animales tratados con IA contra

los animales sin tratamiento. La dosis efectiva 50 (DEso) de IA y de DOXO se calculd
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mediante interpolacion lineal obtenida a partir de los datos sobre el porcentaje de
disminucién del crecimiento tumoral, mientras que el indice terapéutico (IT) se calculd

dividiendo la DLso de la poblacion entre la dosis DEso de la poblacion.

8.7 Analisis de 6rganos y plasma sanguineo.

Al final del tratamiento, se obtuvieron érganos y muestras de sangre de los ratones.
Se comparo el peso promedio de los érganos (bazo, estbmago, intestino, higado y

rinones) entre los grupos experimentales contra el grupo ST.

La sangre obtenida se incub6 durante 30 min. a temperatura ambiente y se centrifugd
a 3000 RPM por 15 min. a 4°C para obtener suero total, el cual se utilizé6 para medir
los niveles de transaminasa glutamico-piravica (SGPT) y acido oxalacético (SGOT) en
suero como indicadores de dano hepatico, utilizando el analizador de bioquimica
automatizado SPOTCHEM EZ SP-4430 y comparando los valores contra los niveles

de transaminasas de sueros de ratones sanos sin tumor.

8.8 Analisis histopatolégico.

La tincion con hematoxilina/eosina (H/E) se realizé en los tumores obtenidos de
ratones con y ST. Se cortaron pequefias secciones de los tumores y se fijaron en
formaldehido al 10% para su posterior procesamiento en bloques de parafina. Se
realizaron cortes de 4 pm utilizando un micrétomo y se adhirieron a portaobjetos,

donde se tifieron con H/E. Finalmente, los portaobjetos de cada grupo fueron
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examinados por un patélogo con un microscopio equipado con una camara, para

comparar el efecto de los tratamientos sobre las células tumorales.

8.9 Western blot.

Una parte de las muestras de tumores de mama se utilizaron para la extraccion de
proteinas. Se separaron cantidades iguales de proteina para el grupo ST, los grupos
tratados con IA y el grupo tratado con DOXO mediante SDS-PAGE, se transfirieron a
una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Merck IPVHO00010), se
bloquearon con leche desnatada al 5% y se incubaron durante toda la noche con
anticuerpo primario contra hexocinasa Il (HKII) (1:2500, Santa Cruz Biotechnology, sc-
130358), aldolasa A (ALDOA) (1:2500, Santa Cruz Biotechnology, sc-390733), lactato
deshidrogenasa A (1:2500, Santa Cruz Biotechnology, sc-133123), caspasa 3 (1:2500,
Santa Cruz Biotechnology, sc-56053) y Bcl-2 (1:2500, Santa Cruz Biotechnology, sc-
7382). Se utiliz6 anticuerpo de burro anti-ratdon conjugado con peroxidasa de rabano
(1:2500, Abcam, ab6820) para la deteccion secundaria. Las muestras se visualizaron
con reactivo de quimioluminiscencia (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). El andlisis de densitometria se cuantifico utilizando el software ImageJ (version
1.46). La expresion relativa de las proteinas analizadas entre las muestras no tratadas
y las tratadas con IA y DOXO se calculé después de normalizar la intensidad de la

banda de B-actina (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, sc-47778) para cada muestra.
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8.10 Tincidon con Anexina V/Ghost Red.

Se incubaron 20 mg de tejido tumoral de los grupos DOXO 80 mg/kg e IA 2,5 mg/kg
durante una hora con 400 U/ml de colagenasa | (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.
UU., 100017) a 37 °C. Posteriormente, se detuvo la reaccion enzimatica con EGTA 0,1
M vy se filtr6 a través de un filtro celular de 70 um (Falcon, 352350) para obtener una
suspension celular que contenia las células cancerosas. Las células tumorales 4T1 se
clasificaron utilizando el anticuerpo monoclonal CD44 (IM7), conjugado con PE-
Cyanine5 (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU., 15-0441-82). La apoptosis celular
se analiz6 con el kit de deteccion de apoptosis FITC Annexin V (BioLegend, CA, EE.
UU., 640922) y la viabilidad celular se evalu6 con el colorante de viabilidad Ghost Dye
Red 780 (Tonbo Biosciences, CA, EE. UU., 13-0865). Las muestras se procesaron y
se adquirieron 50,000 eventos en un citometro de flup MACSQuant Analyzer 10.

Finalmente, los datos se analizaron con el software FlowJo 10.10.

8.11 Ensayo de actividad del complejo respiratorio | mitocondrial.

Se aislaron 100 mg de cada tumor mamario de los ratones y las mitocondrias utilizando
el kit de aislamiento de tejido mitocondrial MitoCheck (Cayman Chemicals, MI, EE.
UU.; n.° de articulo 701010) siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad del
complejo respiratorio mitocondrial | se determin6 utilizando 20 pg de proteina
mitocondrial con el kit de ensayo de actividad del complejo | MitoCheck (Cayman
Chemicals, MI, EE. UU., n.° de catalogo 700930). La absorbancia de todas las

muestras se midié a 340 nm a intervalos de 30 segundos durante 15 minutos a 25 °C

36



utilizando un lector de placas. La actividad del complejo | se midi6 mediante la
disminucién de la absorbancia por minuto. Se utilizaron los valores de error estandar

(EEM) de tres conjuntos de réplicas biologicas.

8.12 Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como media * error estandar de la media (EEM) de seis
mediciones. Los resultados se analizaron utilizando el programa GraphPad Prisma
version 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.), realizando ANOVA
unidireccional, asi como pruebas de comparacion multiple utilizando Dunnett, con un
valor de p< 0.05 para establecer que hubo diferencias significativas entre los grupos

de estudio.
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9. RESULTADOS.

9.1 Toxicidad oral aguda de la incomptina A.

La toxicidad oral aguda de la IA y del farmaco control DOXO se evaluaron de acuerdo
con la directriz 423 de la OCDE (OECD, 2001). La dosis letal 50 (DLso) para IA y DOXO
fue de 149.0 + 0.50 mg/kg y de 100 £ 0.50 mg/kg, respectivamente. Por lo tanto, segun
la OCDE, los valores de DLso para ambos compuestos se encuentran dentro de la
categoria 3 (LDs50=50-300 mg/kg) y se pueden considerar como compuestos

moderadamente toxicos y seguros para su consumo.

9.2 Actividad antitumoral de la incomptina A.

Se evalud el efecto antitumoral del IA in vivo en un modelo tumoral murino ortotépico.
Los tamafios tumorales representativos de cada grupo se muestran en la Figura 9A.
El volumen tumoral promedio en el grupo ST fue de 1385 mm?* (Figura 9B). En el
tratamiento con IA, el volumen tumoral fue menor en las tres dosis (0.07, 0.7 y 2.5
mg/kg); el volumen tumoral medio disminuyd a 1035, 900 y 535 mm?, respectivamente.
En contraste, el volumen tumoral promedio para el tratamiento con el farmaco control
DOXO (80 mg/kg) fue de 928 mm?. Por lo tanto, el tratamiento con IA redujo el volumen
tumoral de forma dosis-dependiente hasta en un 61% en comparacién con el grupo ST

y en un 42% en comparacion con el grupo DOXO (Figura 9B).

Se pesaron los tumores extirpados y se analizé la reduccién del crecimiento tumoral
(Figura 9C). Los grupos de tratamiento con IA mostraron una mayor disminucion del

crecimiento tumoral en las tres dosis analizadas, en comparacion con el grupo ST. La
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dosis de IA de 0.07 mg/kg redujo el crecimiento tumoral aproximadamente un 31%,
mientras que la dosis de 0.7 mg/kg alcanzé una reduccion del 42%. La dosis mas alta
de IA analizada (2.5 mg/kg) produjo el efecto mas pronunciado, con una reduccion del
66% en el crecimiento tumoral. Por el contrario, el tratamiento con DOXO (80 mg/kg)
resultdé en una reduccién del 42% en el crecimiento tumoral en comparacién con el

grupo ST (Figura 9C).

Se determind la DEso tanto para IA como para DOXO a partir de los datos sobre la
disminucién porcentual del crecimiento tumoral. La DEso para IA fue de 2.00 + 0.12
mg/kg, y para DOXO, de 86.2 + 5.5 mg/kg. Por lo tanto, |A puede reducir el tamafo
tumoral con una dosis mucho menor que DOXO. Se calculé el indice terapéutico (IT)
mediante la relacion LDso/EDso. El IT se utiliza para evaluar la seguridad de un
compuesto. El valor de IT para IA fue de 74.5, y para DOXO, de 1.16. Este resultado
indica que IA es mas seguro y menos toxico que DOXO, ya que un compuesto se

considera seguro cuando su IT es alto (Muller y Milton, 2012).
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Figura 9. Actividad antitumoral del tratamiento con incomptina A en las células 4T1 in
vivo. Los ratones fueron tratados con distintas dosis de IA (A). Volumen del tumor
tratado con distintas dosis de IA (B). Peso del tumor tratado con distintas dosis de |A
(C). Los datos se expresan como media £ EEM, (n = 6). *p < 0.05 frente al grupo sin

tratamiento. Abreviaturas: ST (sin tratamiento), IA (incomptina A), DOXO

(doxorrubicina).
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9.3 Analisis histopatolégico de tumores.

Para analizar los cambios histopatoldgicos en los tumores tratados con IA, se utilizo la
tincion de hematoxilina-eosina. Los tumores ST que se muestran presentan pérdida
estructural y son mayoritariamente viables, con células tumorales que presentan
nucleos pleomorficos, vesiculares e hipercromaticos prominentes (Figura 10B, flechas
negras). Un patron de necrosis central se acompafa de infiltracion linfocitica periférica
y fibrosis del tejido conectivo circundante. En comparacion, los ratones tratados con IA
mostraron una mayor preservacion del tejido conectivo circundante, asi como una
disminucién significativa del numero de células tumorales viables y un aumento de las
células apoptéticas (Figuras 10D-F) y la presencia de cuerpos apoptoéticos (circulos
negros, Figuras 10E y 10F). Por otro lado, DOXO también mostré una disminucion de
la celularidad (Figura 10C), pero en menor medida que en el grupo tratado con IA.
Estas observaciones indican que la IA esta disminuyendo el numero de células

cancerosas al inducir la apoptosis celular.
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Figura 10. Microfotografias representativas con tincién H/E de tumores mamarios de

ratén inducidos por células 4T1 observados a 20x. (A) Tejido mamario de ratéon sano
sin tumor, (B) Tumor mamario de raton sin tratamiento, (C) Tumor mamario de ratdn
tratado con DOXO 80 mg/kg, (D) Tumor mamario de raton tratado con IA 0.07 mg/kg
(E) 0.7 mg/kg y (F) 2.5 mg/kg. Los datos se generaron a partir de seis campos por
portaobjetos, con cuatro portaobjetos analizados de cada tumor y tres tumores
examinados de cada grupo (n=6). Las flechas negras muestran células tumorales

viables; los circulos negros muestran cuerpos apoptaticos.
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9.4 Toxicidad del tratamiento con IA en un modelo de raton.

Se evaluo la toxicidad sistémica del IA en el modelo in vivo. En todos los grupos, se
midieron el peso corporal, el peso de los 6rganos y la hepatotoxicidad (Figura 11).
Ninguno de los ratones tratados con |IA mostré cambios en su peso corporal a lo largo
del tiempo, a diferencia del grupo ST. Solo el grupo DOXO mostré una disminucién
significativa del peso corporal (Figura 11A). La necropsia macroscépica no mostrd
signos de toxicidad, y los pesos del bazo, estbmago, intestino, higado y rifidn no
mostraron diferencias entre los grupos IA y ST. Sin embargo, se observé un peso
menor del bazo y el higado en el grupo DOXO (Figura 11B), lo que podria indicar

toxicidad en estos organos.

Para analizar la hepatotoxicidad, se midieron los niveles plasmaticos de indicadores
de dafio hepatico, como la transaminasa glutamico-oxalacética (SGOT) y la
transaminasa glutamico-piruvica sérica (SGPT) (Tabla 4). En el plasma de todos los
ratones tratados con IA, no se observaron cambios en los perfiles de SGOT y SGPT,
siendo estos valores muy similares a los obtenidos en ratones sanos sin tumores. Por
el contrario, los ratones ST mostraron valores mas altos en ambas enzimas. Por otro
lado, en los ratones tratados con DOXO, solo los niveles de SGOT aumentaron
significativamente. Por lo tanto, estos datos indican que IA tiene un perfil de seguridad

aceptable.
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Figura 11. El efecto del tratamiento con IA sobre el peso corporal y de érganos de
ratones al final del tratamiento. (A) El peso corporal de los ratones se midio
semanalmente desde el dia 7 al 28 después de la inoculacion celular. (B) El peso de
los 6rganos obtenidos al final del experimento. Todos los datos se obtuvieron de tres
experimentos independientes y los datos se expresaron como el valor medio £ EEM (n
=6). *p < 0.05 frente al grupo no tratado. IA (incomptina A), DOXO (doxorrubicina), ST

(sin tratamiento).
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Tabla 4. Niveles plasmaticos de transaminasas en suero de ratones con y sin

tratamiento.

Ratones Tratamiento SGOT SGPT
(mg/kg)
Sano sin tratamiento Sin 250.2+11 49+5.80
tratamiento
Tumor mamario Sin 970.5+29* 445+17*
tratamiento
0.07 213.6+10 41.6+6
A 0.70 244 3+4 43.3+9
2.50 264.6+4 44 .6+6
DOXO 80.00 478.6+4* 54 619

Datos expresados como media £+ EEM (n = 6). *= valores diferentes de ratones sanos libres

de tumores

*p < 0.05 frente a raton sano y libre de tumores. IA=incomptina A, DOXO=doxorrubicina,

SGOT=transaminasa glutamico-oxalacética, SGPT= transaminasa glutamico-pirdvica sérica
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9.5 El tratamiento con IA disminuye la expresion de HKIl en tumores mamarios.

Para estudiar el efecto de la IA sobre algunas de las enzimas de la via glucolitica en
los tumores de ratones, se analizé la expresion de HKII, aldolasa A (ALDOA) y lactato
deshidrogenasa (LDH) en Western blot (Figura 12). La expresion de HKII en los
tumores tratados con las tres dosis de IA (0.07, 0.7 y 2.5 mg/kg) disminuyo
significativamente (65%, 80% y 90%, respectivamente) en comparacion con los
tumores del grupo sin tratamiento (Figura 12A). En cuanto a la expresién de ALDOA y
LDH, no se encontraron diferencias significativas en su expresion en los tumores
tratados con |IA respecto a los no tratados (Figura 12B-C). Los ratones tratados con
DOXO no presentaron modificaciones significativas en la expresion de ninguna de las
enzimas analizadas (Figura 12A-C). Estos datos sugieren que el efecto antitumoral de

la IA quizas esté directamente relacionado con la HKII.

46



A HKII B ALDOA C LDH
1.0 1.0 1.0
= T T il
«
= =2 =
E e e
E 05 £ o0s £ 05
z g ‘Z
& £ g
= = 3
] = (5]
0.0 0.0 T T T 0.0 T T T
"‘? \1'\ Q‘\ '\,“ D é \<\ \\’-\ '\ﬁ: » ‘—? Q'\ Q'\ qf? N
SRR SRR IR ARy
A N\ N ) A\ ;
N e L
2 2 - 2
g ~ v, = S ~ w =} S =~ w =
e s s -~ 7z - = s ~ 7z i = = S ~ 5
kpa 2 = = 2 § kpa 2 2 < = & kpa & < < < &
00 R ok | 0 (D GED @ WS | A00s | 35 [~ SR |
4 [ WS W i | o [ WSS i | [ p-actin

Figura 12. Expresion de enzimas glucoliticas en tumores del grupo sin tratamiento y
tratados con IA (0.07, 0.7 y 2.5 mg/kg) y DOXO (80 mg/kg). Expresion relativa de HKII
(A), ALDOA (B) y LDH (C). Los datos se representaron como la media + EEM de 3
experimentos independientes. *P<0.05 frente al grupo sin tratamiento. ST (sin

tratamiento), IA (incomptina A), DOXO (doxorrubicina).

9.6 La IA induce la apoptosis en células tumorales de cancer de mama.

Debido a que no hubo modificaciones en las otras enzimas glucoliticas y a que HKII
también participa en la inhibicién de la apoptosis, analizamos el efecto de IA sobre la
apoptosis en las células tumorales. La proteina anti apoptética Bcl-2 y la caspasa-3 se
cuantificaron mediante densitometria Western blot en los tumores de ratones tratados
con IA (0.07, 0.7 y 2.5 mg/kg) y DOXO (80 mg/kg), en comparacion con los tumores

de ratones ST (Figura 13). Estos ensayos mostraron que la expresién de caspasa-3
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aumenté significativamente en los ratones que recibieron las tres dosis de IA (0.07, 0.7
y 2.5 mg/kg). En el grupo tratado con DOXO (80 mg/kg), también se observd un
aumento significativo de caspasa-3 en comparacion con los tumores ST (Figura 13A);
sin embargo, este aumento fue mucho menor que el observado con IA. Por otra parte,
la expresion de la proteina anti apoptética Bel-2 disminuyd significativamente en los
ratones tratados con las tres dosis de IA y DOXO en comparacién con los tumores ST

(Figura 13B).
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Figura 13. Expresion proteinas pro y anti apoptoéticas en tumores del grupo sin
tratamiento y tratados con IA (0.07, 0.7 y 2.5 mg/kg) y DOXO (80 mg/kg). Expresion
relativa de caspasa 3 (A) y Bcl-2 (B). Los datos se representaron como la media £+ EEM
de 3 experimentos independientes. *P < 0.05 frente al grupo sin tratamiento. ST (sin

tratamiento), IA (incomptina A), DOXO (doxorrubicina).
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Los resultados de la citometria de flujo mostraron que los tratamientos con IA (2.5
mg/kg) y DOXO (80 mg/kg) aumentaron la proporcidon de células apoptéticas en los
tumores en un 33.6% y un 22.2 %, respectivamente, en comparacién con el grupo ST
(Figura 14). Estos resultados sugieren que la IA podria estar asociada con el aumento

de la apoptosis en tumores mamarios de raton.
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Figura 14. Apoptosis inducida en células tumorales tras el tratamiento con IA y DOXO.
Graficos de puntos representativos de la apoptosis para los tratamientos con IA (2.5
mg/kg) y DOXO (80 mg/kg) y células tumorales sin tratar. El grafico de barras compara
el porcentaje de apoptosis entre los tratamientos con IAy DOXO y el grupo ST. Datos
expresados como media + EEM, n = 3; *p < 0,05 frente al grupo sin tratamiento.

Abreviaturas: IA (incomptina A), DOXO (doxorrubicina) y ST (sin tratamiento).
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9.7 IA disminuye la actividad mitocondrial de las células tumorales del cancer de

mama.

Debido al papel fundamental de la actividad mitocondrial en la muerte celular, se
analizaron las modificaciones en la funcién mitocondrial en tumores mamarios de ratén
tratados con 0.07, 0.7 y 2.5 mg/kg de IA. Se observé una disminucion de la actividad
mitocondrial en todos los tumores tratados con IAa 0, 7.5 y 15 minutos en comparacion
con los ratones sin tratamiento (Figura 15). La actividad mitocondrial disminuy6 un
16.35% a 0.07 mg/kg; el 46,84% con 0.7 mg/kg y el 46.16% con IA 2.5 mg/kg. A los
7.5 minutos, la disminucion fue del 15.84%, 44.9% y 46.16% con IA 0.07, 0.7 y 2.5
mg/kg, respectivamente. Finalmente, a los 15 minutos se observé una disminucion del
15.3% con 1A 0.07 mg/kg, del 43.63% con IA 0.7 mg/kg y del 45.98% con IA 2.5 mg/kg.
Por otro lado, en los tumores tratados con DOXO 80 mg/kg la actividad mitocondrial
disminuyé un 6.57%, en el minuto 0; 6.04% en el minuto 7.5 y 6.04% en el minuto 15.
La disminucion de la actividad mitocondrial observada en las células tumorales
tratadas con |A es consistente con la hipdtesis de que la IA podria estar participando

en la induccion de la apoptosis.
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Figura 15. Actividad mitocondrial de las células tumorales de mama después del
tratamiento con IA (0.07, 0.7 y 2.5 mg/kg) y DOXO (80 mg/kg) durante 15 min, usando
el kit MitoCheck (Cayman Chemical; utilizando mitocondrias aisladas de corazén
bovino). Las actividades representadas se normalizaron para las células tumorales sin
tratamiento. Los datos se representaron como la media + EEM de 3 experimentos
independientes. *p < 0.05 frente al grupo sin tratamiento. ST (sin tratamiento), 1A

(incomptina A), DOXO (doxorrubicina).
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10. DISCUSION.

El CM es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Durante varios
afios, se han realizado esfuerzos para desarrollar mejores tratamientos con
caracteristicas mas universales que puedan utilizarse en todos los subtipos de este
cancer (luminal A, luminal B, HER2+ y ftriple negativo) y con menos efectos
secundarios. En este contexto, estudiamos los efectos del compuesto natural

incomptina A en un modelo murino de CM.

Debido a la primera aplicacion de IA como tratamiento en un modelo in vivo para el
CM, se utilizaron varias dosis para obtener la DEso. La actividad inhibidora de IA sobre
el tumor se observo desde la dosis inicial, pero aumenté a mas del 50 % con una dosis
de 2.5 mg/kg (DEso = 2.006 + 0.12 mg/kg). La comparacion con DOXO (DEso = 86.2 +
5.5) mostré que, para reducir el crecimiento tumoral, se requiere una dosis mucho
menor de IA. Por lo tanto, el IA tiene un mayor efecto antitumoral y podria ser mas
eficaz en la reduccion de la masa tumoral que la DOXO. Estos resultados concuerdan
con los reportados previamente en un modelo de linfoma murino, donde IA también
redujo el tamafo tumoral con una DEso de 2.4 + 0.10 mg/kg (Calzada et al., 2021). De
igual manera, otras lactonas sesquiterpénicas, como la partendlida y la costundlida,
han mostrado efectos antitumorales en un modelo in vivo a dosis inferiores a 10 mg/kg

(Kim et al., 2012; Huang et al., 2021).

Ademas, la IA puede ser un compuesto apropiado para el tratamiento del CM, ya que

€S mas seguro y menos toxico gracias a su IT (74.5), mayor que el IT (1.16) de la
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DOXO. Un valor bajo de IT, como el de la DOXO, implica que el farmaco dosificado
debe usarse con precaucion y que la persona que lo recibe debe ser monitorizada
estrechamente para detectar cualquier signo de toxicidad (Muller y Milton, 2012).
DOXO es una antraciclina que se intercala en el ADN celular, inhibiendo su sintesis y
causando la muerte celular. Este mecanismo no es especifico y afecta tanto a células
cancerosas como normales, lo que provoca diversos efectos secundarios y adversos
en los pacientes (Thorn et al., 2011), como pérdida de peso debido a la atrofia del
musculo esquelético (Hiensch et al., 2020), contraccion esplénica (Jadapalli et al.,
2018) y hepatotoxicidad (Prasanna et al., 2020). En este trabajo, observamos que los
ratones tratados con DOXO mostraron cambios en el peso corporal y un aumento en
los marcadores de dano hepatico en comparacion con los ratones ST y los ratones
sanos. En cambio, los ratones tratados con |IA mantuvieron su peso corporal durante
todo el estudio, no presentaron dafo organico y presentaron marcadores de dano
hepatico normales. Estos resultados refuerzan la evidencia de que el IA tiene un
margen de seguridad significativamente mayor y una menor toxicidad en comparacion
con la DOXO. Por lo tanto, el IA, ademas de mostrar actividad antitumoral a dosis

bajas, también se considera seguro.

El CM es una enfermedad heterogénea, en la que cada subtipo presenta una
capacidad diferente de proliferacion y metastasis; sin embargo, todos los subtipos se
caracterizan por una reprogramacion metabdlica, especificamente un alto
metabolismo glucolitico y una baja respiracion mitocondrial, que promueve la

resistencia y supervivencia de las células cancerosas (Wang et al., 2020; Navarro et
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al., 2022). Las alteraciones en la actividad y el nivel de expresién de varias enzimas
metabdlicas, como HKII, estan estrechamente relacionadas con la progresion del
cancer (Zheng et al., 2022). HKIl se sobre expresa en todos los subtipos de carcinomas
mamarios invasivos (Li et al., 2022), por lo que ha sido objeto de varias investigaciones
sobre su papel en el CM. Estos estudios han demostrado que HKII participa en la
aceleracion de la glucdlisis (Zhang et al., 2016) y en la inhibicién de la apoptosis
(Schoeniger et al., 2022). Con respecto a la apoptosis en células cancerosas, HKII
actua como una molécula anti apoptética, compitiendo directamente con moléculas pro
apoptéticas como BAX y BAK, y en consecuencia previene la liberacién de citocromo

C (Cyt C) e inhibe la apoptosis (Bachmann et al., 2018).

Un informe previo mostro que el tratamiento con IA en lineas celulares de CM
disminuyo la expresion de HKIIl, pero no afectd la expresion de otras enzimas
glucoliticas como ALDOA y LDH, lo que sugiere que la reduccion de la expresion de
HKII afectaria principalmente su participacién en la inhibicién de la apoptosis debido a
la probable union directa de IA con HKII observada en el analisis de acoplamiento
molecular (Arietta et al., 2023). La fuerza de unién de IA con HKII fue mayor que la de
2-DG, un inhibidor previamente descrito de HKII (Arietta et al., 2023). En este trabajo,
evaluamos si el tratamiento con IA en un modelo de raton de CM exhibié el mismo
efecto. Observamos que, al igual que en el modelo in vitro, en el modelo de ratones in
vivo, el tratamiento con IA no modifico significativamente la expresion de las enzimas
glucoliticas ALDOA y LDH, pero la expresiéon de HKII disminuy6 considerablemente, lo

que respalda la hipotesis de que HKII podria ser el objetivo de IA, que actuaria como
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un inhibidor de HKII (Arietta et al., 2023). Aunque el papel del 2-DG como inhibidor de
HKII esta bien establecido, tras su uso como agente antitumoral en ensayos clinicos
(Stein et al., 2010), parece unirse al sitio de union de HKII de forma similar al IA (Arietta
et al., 2023). En este trabajo, no se consider6 como molécula de control en lugar de
DOXO debido a su baja eficacia como monoterapia, ya que requiere la administracion
concomitante con otros regimenes de quimioterapia o a dosis altas para lograr un
efecto terapéutico significativo (Muley et al., 2015; Raez et al., 2013; Schmidt et al.,

2021), lo que podria dificultar el analisis de los resultados.

También evaluamos la induccién de apoptosis en el modelo in vivo causada por el
tratamiento con IA. En primer lugar, en los cortes histologicos de los tumores tratados
con |A, se observd que las células experimentaban un proceso apoptético directo, asi
como la presencia de cuerpos apoptéticos, lo que podria explicar la disminucién del
numero de células cancerosas y, en consecuencia, la reduccion del tamafio tumoral.
Posteriormente, en el analisis de la expresion proteica relacionada con la apoptosis,
se observo una clara disminucion de la proteina anti apoptética Bel-2 y un aumento de
la expresion de la caspasa 3 en los tumores tratados con IA, en comparacién con el
grupo ST. Ademas, se realizaron analisis de citometria de flujo para determinar la
presencia de apoptosis en las células tumorales obtenidas de los tumores tratados con
IA (2.5 mg/kg) y se observé que el porcentaje de células tumorales en apoptosis
aumento (33.6%) en comparacion con las células de los tumores ST (3.2%). En
general, estos tres analisis evidenciaron la mayor presencia de apoptosis en los

tumores de ratones tratados con IA; por lo tanto, podriamos sugerir que la induccion
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de apoptosis en estas células es una consecuencia de la unién de IA con HKII, que
libera VDAC1 y por lo tanto induce apoptosis. Sin embargo, mas estudios son

necesarios para verificar esta hipotesis.

Debido al aumento observado en la apoptosis en células tumorales tratadas con 1A'y
al papel crucial de las mitocondrias en este proceso, analizamos la actividad
mitocondrial en tumores de mama del modelo in vivo. Se cuantificé la actividad del
complejo mitocondrial | durante 15 minutos, y se observo una clara disminucion de la
actividad en los tumores tratados con IA, especialmente con la dosis mas baja (0.07
mg/kg), en comparacion con el grupo ST. Estos resultados evidencian la posible
interaccion entre IA y HKII, ya que esta union impediria la formacion de un complejo
de union entre HKIl y VDACH1, alterando asi el potencial de membrana mitocondrial y
potencialmente provocando disfuncién mitocondrial, asi como un aumento de las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Se ha demostrado que otras lactonas
sesquiterpénicas, como la partendlida, la cinaropicrina y la desoxielefantopina, inducen
estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial en diversos tipos de cancer. Se ha observado
que estos compuestos aumentan la produccion de ROS en las células cancerosas.
Ademas, afectan el potencial de membrana mitocondrial. Estos efectos comprometen
la viabilidad de las células cancerosas al interferir con funciones celulares criticas y
potencialmente inducir la apoptosis (Zeng et al., 2024; Rotondo et al., 2022; Chen et
al., 2023). En cuanto a IA, se ha reportado que genera ROS en células de linfoma no
Hodgkin (Pina-Jiménez et al.,2021), pero esto no se ha verificado en el cancer de

mama; por lo tanto, seria ideal analizarlo con mas profundidad.
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En un informe previo, un posible mecanismo de accion del IA en lineas celulares de
cancer de mama implica la union del 1A a HKII, lo que, a su vez, induce apoptosis. El
acoplamiento molecular del IA con HKII sugirié una fuerte union a HKII (Arietta et al.,
2023). Cuando el IA se une a HKIl, lo atrapa e impide que se asocie con VDAC1 en la
MOM, lo que resulta en la induccién de apoptosis. En este modelo in vivo, observamos
resultados similares a los del modelo in vitro (Arietta et al., 2023; por lo tanto, el
mecanismo propuesto previamente es consistente en ambos modelos. Sugerimos que
la union del 1A a HKIIl causa una reduccion en su expresion, lo que lleva a la induccién
de apoptosis (Figura 16), que a su vez puede resultar en una disminucion en el tamano
y peso de los tumores de cancer de mama en ratones. Con estos datos, se demostrd
que IA es eficaz en CM y proponemos que pudiera considerarse como candidata para
estudios mas profundos dirigidos a analizar si puede ser utilizado como

fitomedicamento.
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Figura 16. Mecanismo de accidn propuesto para IA en tumores de CM. En las células
tumorales, HKIl se sobre expresa y se une a VDAC1, previniendo la apoptosis. Cuando
a los ratones se les administra IA, esta se une a HKII, impidiendo la unién de HKIl a
VDACH1, liberando moléculas pro apoptoticas como Cyt C, y permitiendo la actividad
de moléculas pro apoptodticas, como caspasa 3 y la disminucion de moléculas anti
apoptéticas, como Bcl-2, induciendo la apoptosis. Por lo tanto, disminuye el volumen
y peso del tumor. HKII (hexocinasa Il), VDAC1 (canal aniénico dependiente de voltaje

1), APAF-1 (factor activador de proteasa de apoptosis 1), Cyt C (citocromo c).

11. CONCLUSION.

IA demostré una actividad antitumoral significativa en un modelo murino de CM al
alterar la expresion de HKII, lo que indujo apoptosis y disfuncion mitocondrial en las
células tumorales, reduciendo asi el tamafo y el peso del tumor. Por lo tanto, IA podria
ser un compuesto prometedor para futuros estudios que investiguen su posible uso en
el CM.
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