ST e
-'$QJI’,)1:“ i ‘3;,,_}57’

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y BUTRICILON
SALVADOR ZUBIRAN

Ciudad de México a 14 de Agosto de 20

Dra. Norma Araceli Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA

Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion “Salvador Zubiran”

Vasco de Quiroga 15

Col. Belisario Dominguez, Secciéon 16
C:P: 14080 Ciudad de México, CDMX

Presente:

Estimada Dra. Bobadilla, hago de su concimiento que hemos conlcuido con el
protocolo BQ-1289-14/14-1, intitulado Efecto de la combinacién de una
intervencion nitricional y agentes quimioterapéuticos en el tratamaiento de
cancer’.

Como consta en el protocolo aprobado por la CINV, el protocolo tenia como
objetivo el “determinar el efecto coadyuvante de nutrimentos como los acidos
poliinsaturados Omega-3 y los extractos hidroalcoélicos de plantas medicinales
Agastache mexicana y Ganoderma lucidum en dosis terapéuticas, ya sea solo
o en combinacién con el tratamiento convencional (dependiente del fenotpo
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tumoral) en la inhibicion del crecimiento tumoral con diferentes lineas de cacner

humano en un modelo murino.” Para este protocolo se emplearon ratones
hembra de la cepa Nu/Nu en los que se probd primero que la intervencion

nutricional no afectara las tazas de ganancia de peso al comparar la dieta rica en
acidos grados poliinsaturados Omega-3 con una dieta normal. Posteriormente se
realizo el experiemnto comparativo en donde los ratones recichieron un
trasplante subescapular de 2 millones de células de cancer humano dela linea
MDA-MB-231, representante del subtipo Lumnial-A. El hallazgo mas relevante
fue que la taza de crecimiento del tumor disminuyé de 2.7 mm?®/semana a en
animales con dieta control a 0.5 mm3/semana en los que recibieron la dieta rica
en acidos grados poliinsaturados Omega-3.

Parte de los resultados de este trabajo se publicaron en un articulo en la Revista
de Nutricion Clinica y Dietética Hospitalaria (copia del articulo completo anexa) y

la Licenciada en Nutriéloga Erika Alejandra Damasco Avila obtuvo el grado de
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Doctora en Ciencias dentro del Programa de Doctorado en Ciencias Médicas
Odontolodgicas y de la Salud de la UNAM el 30 de mayo del 2018 (Copias de:
acta de examen, constancia de examen, tira de materias y caratula de la Tesis

anexas).

Habiendo alcanzado los objeticvos planteados y habiendo demostrado un
beneficio con la intervencion nutricional al enriquecer la dieta con acidos grasos
poiinsaturados Omeg-3 y con una publicaciéon ynuna tesis de doctorado como
productos académcios doy por concluido el protocolo.

Por lo anterior agradezco a la Direccion y al personal del Bioterio del INCMN SZ
y a la CINVA por su poyo en la realizacion de este protocolo.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo y mi reconocimiento por su
labor en la Coordinacion de la CINVA.

Atentamente,

S Wonto ).

/  / Dr. AlejandrofZentella Dehesa
Invetsigador en Ciencias Médicas
Jefe de la Unidad de Bioquimica
INCMN SZ
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Universidad Nacional Auiénoma de México
Programa de Doctorado en Ciencias Médicas,

Odontologicas y de la Salud

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Epidemiologia Clinica

“EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDOS GRASOS

POLINSATURADOS w3 EN UN MODELO MURINO PARA CA DE
MAMA”

TESIS
Que para optar por el grado de DOCTOR EN GIENCIAS

Presenta
Erika Alejandra Damasco Avila

Tutor Principal:
Dr. Alejandro Zentella Dehesa
Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM

Comité Tutoral: ,

Dra. Maria de Jesus Ibarra Sanchez
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Dr. Luis Federico Uscanga Dominguez
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Ciudad Universitaria, Ciudad de México, Abrit 2018
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

COORDINACION DEL PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

ACTA DE EXAMEN DE GRADO DE DOCTORADO
EXPEDIENTE: 0 CUENTA: 507018445

VALYERADAL HACIONAL
AVENMA L
MR

l»;n la sala de exdmenes D-308 de la Unidad de Posgrado de la UNAM, siendo las 12:00 horas del
dia 30 de mayo del alo dos mil dieciocho, se presentd la C. Erika Alejandra Damasco Avila, de
nacionalidad mexicana, quien cursd sus estudios en el periodo comprendido de 2010-2 2 2012-1, a
fin de sustentar e Examen de Grado de Doctora en Ciencias, (Plan 5007), ante el jurado
CQ‘?PUFE?{\Q por los profesores: " ) o o o

L VA T W qenkz) Jopeids Gures |, D, (Yitbn GLevdvn Caun y

Iy [ Den f’“h:j% Iyt erleds ,?_J-"W:(’ i .

Fungiendo como presidente el primero de los nombrades y como secretario el Uitimo, y habiendo
interregado a la candidata y concluida fa réplica del trabajo escrito titulado: “Efecto de la
suplementacién con dcidos grasos poliinsaturados w3 en un modelo murino para ca de mama”
al termino del examen el jurado resolvié:
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RESIDENTE SECRETARIO

"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" %, © ¢
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Cerilfico que las firmas anteriores correspondemal jurado para el examen de Grhdo de Boctorado
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DR. ARTURQ EDGAR ZENTENO GALINDO
COORDINADOR

DE ADMINISTRACION ESCOLAR"
Revision
Jefe del Departamento de Exdmenes y THulos
Expeadicidn’
Subdirector de Control Documental



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

COORDINACION DEL PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

VHIYERADAD MACKNAL
ATENMA £
MEXICO

CONSTANCIA DE EXAMEN DE GRADO DE DOCTORADO

En sala de examenes D-308 de ia Unidad de Posgrado de la UNAM, siendo las 12:00
horas del 30 de mayo del afto dos mil dieciocho se presentd la C. Erika Alejandra
Damasco Avila, a fin de sustentar su réplica oral del trabajo de tesis denominado “Efecto
de la suplementacién con 4cidos grasos poliinsaturados w3 en un modelo murino
para ca de mama".

El dictamen del jurado es: / '\'\?f{ i

Se extiende el presente a peticién de la interesada a los treinta dias del mes de

mayo del aflo dos mil dieciocho.
Iy g,é‘ /Ur"i‘r\
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COQRDINADOR
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Universidad Nacional Autdnoma de Wéxico DGAE

Secretaria General IR L
Direceidn General de Administracian Escoiar U NAM

Direccidn de Certficacian y Cantro!l Documental

Autorizacién de Examen de Grado . Fecha de emisidn: 22-05-2018
Mameto de cuenta: SO7G18445 Expediente: SN
Plan de estudios © 12 - 5007 3 Folio de pago. 390424

Calificaciones oblenidas por la alumna: ERIKA ALEJANDRA DAMASCO AVILA para cbtener el Grado de
Doctora en Clencias, en el Programa de Clencias Medicas, Odontologicas y de fa Salud, que ha cutierlo
_§__ah‘_§[_a_g_tgriamente a consideracion de su Comité Académico

Total de créditos reconccidos en el plan de estudios: 0

| Perieda Actividad académica Calificactén | Creditos |
2010 -2 AET%}}E;Q%édéc;t-r:s.-.{:as ¥ oE MUESTGACION i o AC s
2011 - % ACTRABADES ACADERECAS ¥ OF INVESTIGACIEN AC 0
2081 -2 ACTIMDAGES ACADENAS ¥ DE INYESTIHACHN AC ; e
' 2012 -1 ACTIVIDADES ACEDEMTAS ¥ OF INVES TIGACIGN A G
; 2048-2 TEGIS GE DOCTORADDG AC 0

ifﬂfimlmgfﬂgno ha cubierto el plan de estudios en su totalidad y se le autariza la présen%aci'é}i del examen'
ipara la obtencidn del grado. _ e

Ciudad Universitaria, Cd, Mx., 22 de mayo de 2018

C. P. Agustin Mercado
DIRECIOR DB CERTIFIGACISN ¥ CONTROL DOCUMENTAL
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nutricion clinica
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Dietética Hospitalaria

Nutr, clin. diet. hosp. 2018; 38(2):16-21
COL: 10.12873/382damasco

Omega-3 Polyunsaturated Fatty Acids Supplemented Diet
and its preventive effect on tumor growth in nude mice

Damasco Avila, Erika!; Ventura Gallegos, José Luis?; Guevara Cruz, Martha?; Zentella Dehesa, Alejandro

1 Subdireccién de Hematologia y Oncologia Pedidtrica, Instituto Nacional de Pediatrfa. Ciudad de México, México.

2 Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomedicas, Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), Ciudad de México, Mexico,

3 Departamento de Flsiologia de la Nutricidn, Instituto Nacional de Cienclas Médicas y Nulricldn Salvador Zubirsn, Ciudad de México, México,

4 Unidad de Bioquimica, Instituto Nacional de Cienclas Médicas v Nutricidn Salvador Zubirdn, Unidad Periférica del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Naclonal Autdnoma de México (UNAM), Ciudad de México, México.

Recibido: 20/septiembre/2017, Aceptado: 30/junio/2018,

ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of morbidity and mor-
tality worldwide according to the WHO. Strong evidence sug-
gests that food and nutrition are important in modification of
cancer process. There is increased evidence that specific di-
etary patterns or constituents such as n-3 PUFAs, may be as-
sociated with reduced risk of BC. Female athymic nude mice
were fed since weaning to adulthood with a DHA+EPA
{4%w/w) diet or with standard diet during 14-week. At week-
7, tumor cell implantation with MDA-MB-231cell line took
place, each mice received 5x106 tumor cells. When tumors
became palpable, maximum length, width, and diameters
were measured twice a week, Incidence of tumor develop-
ment was observed in all mice (n=4, 100%) in the contro! diet
group; instead, the n-3 PUFAs diet group, only two mice de-
veloped tumor {n=2, 50%), and the development time was
longer compared to the control group, These differences were
significant {p < 0.001), This study establish the potential ef-
fect as a preventive measutre to BC. This evidence Is consen-
tient with epidemiological data about high n-3 PUFAs diet pat-
terns in some popuiations may lower risk of BC, Eiightighting
the importance of these components in our diet since child-
hood to prontote the preventive effect. Being thus necessary,
setting up recommendations for n-3 PUFAs supptementation
from fish oil or, for a minimg} dietary fatty fish intake/week, in

Correspondencia:
Alejandro Zentella-Dehesa
azentelfa@biomedicas,unam.mx

Nulr. clin. diet. hosp. 2018; 38(2):16-21




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México Cd.Mx., a 14 de Agosto del 2018

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA
INCMN SZ

Presente:

Estimada Dra. Bobadilla:

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: "Efecto de la
combinacion de una ntervencion nutricional y agentes quimioterapéuticos en el
tratamiento del cacner” con registro CINVA: BQO-1289-14/14-1, debido a que el

protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, le hago llegar un cordial saludo.

Atentamente,

/Wiy (P,

/Db Alejandro ntella Dehesa
Invetsigador en Ciencias Médicas
Jefe de la Unidad de Bioquimica
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Tere Zowalo |
|EPTO, BIOW: 111" 'Meéxico Cd., Mx a 26 de abril de 2018,

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS -

Y NUTRICION '

SALVADOR ZUBIRAN No. Oficio CINVA 059-18

Dr. Alejandro Zentella Dehesa
Depto. Unidad de Bioquimica
Presente.

Estimado Dr. Zentella.:

Por este conducto le informo que su proyecto con titulo "EFECTO DE LA
COMBINACION DE UNA INTERVENCION NUTRICIONAL Y AGENTES
QUIMIOTERAPEUTICOS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER?”, con registro CINVA
BQO-1289-14/14-1 finalizo en octubre 2017. Por lo que le solicito de la manera mas
atlenta me haga saber si el proyecto requerira una prérroga. En caso afirmativo, favor de
enviar a la CINVA el periodo de extension que solicita y de requerir un mayor nimero
de animales especificar y justificar como se utilizaran y los procedimientos
experimentales que se llevaran a cabo con los mismas. En caso de no requerir una
prérroga favor de llenar el formato de cierre del proyecto que se anexa a la presente (en
hoja membretada e impresa) y adjunte los siguientes documentos indispensables para
la conclusion del proyecto:

1. Inforrﬁe final

2. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,
capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted.

! Atentamente,

Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales
I 199 Mg
FONINVEST. EXPERIMERNTAL Y
BINTERIO

27 ADR 20T g,
INST. NAL. CIENCIAS ML 21048
Y NUTRUCION HHCIMYN 5.2

c.c.p. M.\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

NABS/nom
Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
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México, Distrito Federal
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Www.incmnsz.mx (
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Dr. Alejandro Zentella Dehesa
Coordinador del Depto. de Bioquimica
Presente.

T40CT 2014

,glREcc:oN DE
VESTIGACIO Y
REF: CINVA 1289, Clave: BQO-1289-14/14-1

Estimado Dr. Zentella:

Habiendo analizado por segunda ocasion el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“EFECTO DE LA COMBINACION DE UNA INTERVENCION NUTRICIONAL Y AGENTES
QUIMIOTERAPEUTICOS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER.”

Este comité ha dictaminado APROBAR el protocolo

VIIWINOOTE 01430

Sin mas por el momento quedo de usted. YR
14 0CT 01

Tew Zacla

Atentamente, NVUTHNZ zluqsmvv
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Dra. NoiTpa A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

c.c.p. Dr.Gerardo Gamba, Director de Investigacion
Dra. Ma. Elena Flores, Jefe del Bioterio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI b
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000

4 .
Tel. (52)54870900 \)
www.incmnsz.mx ’)

O



México, D.F. a 18 de septiembre de 2014

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales
PRESENTE

Respecto a las consideraciones hechas sobre el estudio como CINVA 1289 y Clave BQO-1289-
“Efecto de la combinacion de una intervencion nutricional y agentes
quimioterapéuticos en el tratamiento del cancer”. Los autores hemos realizado las siguientes
modificaciones acorde con las sugerencias del comité:

14114-1:

Dosis terapéutica para el uso de agentes antitumorales:

8]
&)

Doxorrubicina: 1mglkg
Docetaxel: 5mg/kg

Se ha determinado que el tratamiento sera administrado intraperitonealmente 1 vez cada 4
dias por un maximo de 5 semanas, en la dosis previamente sefialada.

El calculo de tamarfio de muestra se realiz6 utilizando formula para calculo de diferencia de
medias de dos grupos independientes.

O

O

O

Tomando en cuenta un tamafio esperado de tumor de 24.2 + 1.1mm3 en el grupo
control {sin tratamiento médico o nutricio), esperando una diferencia clinicamente
significativa de reduccion del 30%, con un alfa de 0.05 y un poder de 0.9; el nimero
total de ratones fue de 6 animales (3 para el grupo control y 3 para el grupo de
intervencién dietética sin fratamiento médico).

Para el estudio de adyuvancia, se tomo en cuenta un tamafio de 3.3 + 0.6mm3 en el
grupo control (fratamiento médico sin intervencidén dietética) esperando una
diferencia clinicamente significativa de reduccion del 30%, con un alfa de 0.05 y un
poder de 0.9; el nimero total de ratones fue de 18 animales. (9 para el grupo
control y 9 para el grupo de intervencion dietética con tratamiento medico).

Se eligio el nimero de ratones mas grande por grupo mas el 10% de pérdidas = 10
ratones.

Se utilizé el programa G*Power3.1.7.

Se ha completado la informacion referente a los participantes {posicion institucional, teléfono
y correo electrénico) en el Formato de Evaluacion de Proyectos, 2° seccion.

Hemos hecho la descripcidn sobre la alimentacion que recibiran los animales:

o}
Q

Forma fisica; bolo.
La administracidn sera suministrado en comedero cilindrico con salida de alimento a
nivel de! piso.



o El tipo de comedero permite que el desperdicio de alimento sea menor al 6% y
pueda cuantificarse apropiadamente el consumo diario. Se realizara la cuantificacion
del peso total del comedero, antes del inicio de la alimentacion y 24hrs después.

o Alojamiento: caja estandar

» Antecedente genético requerido para el estudio: Ratones hembras desnudos blancos
(Foxninu) de fondo genético Balb/c de la cepa cultivada en el bioterio del INCMNSZ.
Bibliografia utilizada:
o W. Elaine Hardman, C. P. Reddy Avula, Gabriel Fernandes, et al. Three Percent
Dietary Fish Oil Concentrate Increased Efficacy of Doxorubicin Against MDA-MB 231
Breast Cancer Xenografts. Clin Cancer Res 2001;7:2041-2049.

o Russel J. Reiter. A Walnut-Enriched Diet Reduces the Growth of LNCaP Human
Prostate Cancer Xenografts in Nude Mice. Cancer Investigation, 31:365-373, 2013

Anexamos la version 2 del formato de evaluacién con fecha del 09 de septiembre de 2014.
Agradecemos sus comentarios y nos mantendremos en espera de su respuesta.

Atentamente

Dr. Alejandro Zentella Dehesa

Investigador Principal

) /%;w’i* Mg ;

C.c.p Dr. Gamba A. Director de Investigacion
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REF: CINVA 1289, Clave BQO-1289-14/14-1

Habhiendo analizado nuevamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Ef

ecto de la combinacién de una intervencion nutricional y agentes quimioterapéuticos en ¢i
tratamiento del cancer.”

Este comité ha dictaminado dejar Pendiente la aprobacion hasta que se respondan dos aspectes

importa
4,

e

ntes para el estudio:
Dosis terapéutica. No se describe la dosis del tratamiento para las substancias Dexorrubicing v

Docetaxel.

Ahora se conoce que el tratamiento es intraperitoneal por 8 semanas, pero esto implica 56
pinchazos al abdomen de la ratona, este procedimiento es de gran preoccupacién para esta
comisién debido a que es una via dolorosa y de riesgo para la vida del animal, por o que se debe
considerar otra via de administracion (bombas miniosméticas). También se deherd especifica
quién aplicard las dosis y con qué entrenamiento cuenta.

No se presenta la justificacién estadistica para el nimero de animales a utilizar y no se estabilece

el nimero total de animales.
Otros aspectos que deben atenderse en el protocolo son:

i) Completar en el FORMATO DE EVALUACION DE PROYECTOS, seccion 2a.
Identificacion, la informacidn referente a los participantes (posicion institucional,
teléfono, correo electronico).

Derivado de la informacién proporcionada sobre la alimentacion que recibiran

los animales se presentan la siguientes inquietudes:

i)

""V' rw l(,l‘ P

m.,ﬁ: DA “Y’ l?ul:,::j“"} - Forma fisica de la presentacion del alimento (pellet o bolo, polvo, grumo,
i *"J-mif U RN etc.).
'; £ e"?e’c)pc/? f - Esto tiene relevancia por varios aspectos:
: A, ‘gn),,aﬂ .Se Iespecmca qlupT serd cuapttﬁcado e! consulmo.
[ T — . ¢Como se suministra? Rejilla, bandeja, pocillo, etc.?

f;‘z*"ff‘. 10N I . Tipo de alojamiento que se utilizara.
l\{w\,rr L8 ﬂ,(- U ; . ¢Como se cuantificara el desperdicio?

e o Se menciona en el protocolo gue el antecedente genético es importante

ii)

.

pero no se especifica la linea de origen de la cepa.

Vasco de Quitoga Na. 15

Colonia

México, D.F

Tel.
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Delegacion Tlalpan
14000
(52)54870900
www. incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Es importante que las correcciones las haga en el Sistema de Latis y envie una carta especificando [a
respuesta a cada punto solicitado.

Sin mas por el momento guedo de usted.

Atentamente,

Dra. Ncr)ia A, Bobadilla Sandova
Coordiradora de {a Comisidn de Investigacidn en Animales

¢.c.p. Dr. Gerardo Gamba A. Director de Investigacion
Dr. Rafael Hernandez. Jefe de investigacién Experimental y Bioterio
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México, D.F. a 14 de julio de 2014

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Comité de Investigacién en Animales
PRESENTE

Respecto a las consideraciones hechas sobre el estudio titulado: “Efecto de la combinacion de una
intervencién nutricional y agentes quimioterapéuticos en el tratamiento del cancer”.

Los autores hemos realizado las siguientes modificaciones acorde con las sugerencias del comité:

Se agregaron los datos sobre las cantidades de células a evaluar para desarrollo de tumor.

Se modificé el tiempo total del estudio de cuatro meses a un afio.

Se agregé ulceracion de tumor y dolor por diferentes situaciones como criterios de punto final.

Se agregard informacion sobre la disposién de cadaveres.

Se agregd mas informacidn acerca de la estrategia de analisis estadistico que se realizara.

Se cambié la redaccién para evitar confusion, sobre los criteros de purito final, uso de docetaxel en
los ratones inoulados con lineas celulares de céncer de prdstata y el uso de machos para
experimentos con lineas celulares de cancer de prostata.

Se modificd el tiempo de espera para el desarrollo de tumor de ocho semanas a tres semanas.

Se agregd bibliogrfia.

Anexamos la versién 2 con fecha del 14 de julio del 2014 del formato de evaluacion.

Agradecemos sus observaciones y nos mantenemos en espera de su respuesta.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Secciéon XVI
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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México, D.F. a OF de agosto de 2014

Dra. Norma A. Bobadilla Sandovai
Coordinadora de [a Comisibn de Investigacidn en Animales
PRESENTE

Respecto a las consideraciones hechas sobre el estudio como CINVA 1289 y Clave BQO-1289-14114-1:
“Efecto de la combinacion de una intervencién nutricional y agentes quimioterapéutices en ¢! tratamiento del cancer”
Los autores hemos realizado las siguientes modificaciones acorde con las sugerencias del comité:

.

*

Se ha hecho la complementacion bibliografica, sustentando el proyecto. Anexo 1
Hemos corregido el tiempo total para Ja realizacidn del profocclo en el Sistema de Latis, de cuatro meses a dos afios.
Se han especificado las dosis terapéuticas recomendadas para cada compuesto. Y se sustentan con fa bibliografia en el Anexo
2. Dieta Suplementada: AIN-93 suplementada + compuesto de interés:

o Acidos Grasos Omega-3; 1g/kg, Agastache Mexicana: 250mgfkg, Ganoderma Lucidum: 850mglkg
Los rangos celulares han sido especificados, asi como &l niimero de animales en los cuales se realizarén las pruebas. Rangos
celulares; Se inyectard via subcutanea un volumen méximo de 100ul de la suspensién celular en solucidn fisiolégica con
diferentes densidades de células:

o 1,500,000 células, 2,500,000 células, 3,000,000 células, 4,000,000 célutas y 5,000,000 célutas.
Nimero de animales: 3 animales por densidad celuler para probar su cepacidad de formar fumor, en dos ensayos
consecutivos, Las células a inyecter se mantendrén en condiclones estériles y serdn preparadas ef mismo dla que se
practique la inoculacion.
Se incluyeran los criterios de seleccion:

o Criterios de inclusién:

+  Ratones desnudos blancos {Foxn1nu) de fondo genético Balbic

¢+ Hembras
+«  Edad: 19-21 dias (al destele)
+  Saludables

o  Criterios de exclusidn:
*  Ratones que presenten traumatismos ylo infecciones
o Criterios de eliminacion: El criterio para evaluar el desarrolio de tumor tendréa punto final cuando el ratdn presente
alguna de las siguienfes caracteristicas:
*  Disminucién de masa corporal de >20%.
*  Seobserve falta de movilidad, letargia u ofros cambios semejantes en el comportamiento.
+  Crecimiento de la masa tumoral sea mayor al 5% del peso corporal del animal (aprox.17 mmy).
+  Presencia de trauma auteinflingido.
+  Cuando la palpacion del tumor induce respuesta dolorosa.
*  Enel caso de lumores superficiales: presencia de ulceracion, necrosis o infeccitn.
*  Uiceracitn de tumor.
La estandarizacién del nimero de células & inocular se realizaré al finalizar Ja primera etapa, que consiste en determinar el
nimero de télulas a inocular v el iempo oplimo para la generacién de una masa tumoral de al menos 3mm® con las
diferentes lineas celulares.
Disposicién de cadéveres: Los cadéveres se almacenaran en bolsas sellables y estas denfro de bolsa amarilla para residuos
sélidos patoldgicos, segin ta normatividad existente.
Los errores gramaticales han sido corregidos.

Anexamos la version 2 del formato de evaluacion con fecha del 07 de agosto2014.

Agradecemos sus comentarios ¥y nos maniendremos en espera de su respuesia,

C.c.p Dr. Gamba A. Director de Investigacion

Atentamente

Dr. Afejandro Zentgfla Dghesa
investigador Principal
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participacién especifica en Ja investigacién,

5. Marco tedrico
ANTECEDENTES:

El cincer ocupa ¢l segundo lugar en nimero de mueries entre Ias enfermedades no transmisibles. El:
incremento en la incidencia de ésta enfermedad se atribuye a diferentes factores, entre ellos al crecimiento y :
envejecimiento de la poblacion, la incorporacién de nuevos estilos de vida asociados a una alimentacién tipo .
occidental, el consumo de tabaco y sedentarismo, principalmente. El estudio mis completo sobre incidencia
y mortalidad en cdncer en ambos sexos de manera global, ¢s ¢l reporiade por lIa Agencia Internacional de!
Investigacién en Cdncer JARC, 2010), con datos recabados durante ¢l 2008, En dicho trabajo se reporto que ;
en ese afio hubo 12.7 millones nuevos de cdncer y 7.6 millones de muertes, Dentro de los cénceres mds |
comunes en general, en primer lugar se encuenira el cancer de pulmén, seguido del cdncer de glandula !
-mamaria, el colorrectal, de estdmago, prostata e higado. =

Aclualmente, existen terapias dirigidas para el tratamiento del cancer, dentro de fas pringipales modalidades
terapéuticas se¢ encuentra la quimioterapia, que fiene como finalidad alcanzar ¢! control sistémico. Sin
‘embargo, la toxicidad, la cual puede ser hematolégica y no hematoldgica (gastrointestinal, cutdnea, |
neuropatias) muchas veces es un obstdcuto imporante para alcanzar la dosis requetida para lograr la tasa de
curacién, Si bien el efecto de la dieta y el medio ambiente en la expresion de los genes es ain controversial, -
existe certeza que la dicta puede modificar la expresion genética, afectando, tanto en forma positiva como :
negativa, et desarrollo del céncer. Se han descubierto suslancias bioactivas en alimentos y en extractos de :
productos naturales, principalmenie plantas y hongos; comparables en dosis terapéuticas a la medicina
convencional, También s¢ ha documentado que las infervenciones nuiricionales pueden tener ua valor |
adyuvante al tratamiento de quimioterapia, )

La riqueza etnobotanica de México ha conducido a ia busgueda de aplicacién de una variedad de compuestos
nutricionales y extracios naturales de plantas empleadas en la medicina tradicional, para la prevenciéon y |
tratamiento del cancer; ya que significan herramientas terapéuticas de mayor accesibilidad, menor costo y :
seguros para el consumo humano. :

-Con base en lo anterior proponemos evaiuar el efecto protector y/o adyuvanie de nutrimentos como los
icidos grasos poliinsaturados Omega-3, y los extractos hidroalcohélicos de plantas medicinales como el
Agastache mexicana y Ganoderma lucidum con propiedades potenciales para la prevencion y tratamiento del |
cincer en diferentes lineas celulares derivadas de cancer de mama, cincer de prostata y cancer colorectal, |
tanto en lineas comerciales como en cultivos primarios. Igualmente proponemos probar estos nuirimentos y |
extractos /1t vivo en un modelo murino de animales inmunosuprimidos que aceptan trasplantes alogénicos de -
células tumorales humanas. ;

DEFINICION DE PROBLEMAS :

Resulta evidente que la mortalidad por Ca en México, mantiene una tendencia ascendente generando una !
gran demanda sobre los sistemas de salud publica del pais v por esto, es hoy en dia, uno de los relos mas:
importantes para la investigacion enfocada a la salud del adulto y adulios mayores. Las opciones !
terapéuticas actuales tienen un costo sumamente elevado ademds de los efectos toxicos ya mencionados; por :
tal motivo, la epidemia de Ca representa un nuevo desafio para el financiamiento por parte del sistema de :
salud, en particular para los paises en desarrollo, :

En la actualidad se utilizan un nimero importantc de fArmacos antitumorales que combinados con



mdmtenapn e uncwencmnes qmmrglcas han resullado en esquemas dc Lmtanuento con alia efecmfldad
curativa si se aplican a estadios tempranos, tanto en forma adyuvanle como neoadyuvanie. También se
aplican en ¢l conlexto de enfermedad melastdsica, annque ya no con intencién curativa. A pesar de su amplia
utilizacion, las dosis empleadas se encuentran limitadas por su perfil de toxicidad que varfa segim.
medicamento, ¢l cual puede ser dependiente de la dosis acumulada. Por tanto, resulta de considerable .
importancia incrementar la capacidad citotéxica de los firmacos antitumorales utilizando combinaciones con
agentes no farmacoldgicos que potencicn su efecto sin aumentar la toxicidad. :

JUSTIFICACION :

La generacién de cstrategias para optimizar ¢l (ratamiento contra el céncer se complementa con la:
incorporacién de nutrimentos o principios activos derivados de productos naturales que s¢ presentan como
candidatos potenciales para complementar los recursos actuales, por lo que se justifica la realizacion de
‘estudios formales de su eficacia ya sea solos 0 en combinacion con agentes antitumorales. Esla busquedq
-debe ir orientada a la disminucién de los efectos tdxicos, ademas de la reduccion de costos, lo que se
reflejaria en un mayor apego y tasa de éxitos.

Ga.Hlpétesm i i Sl : S : R R _
El empleo de nutrimentos y e\traclos de productos natumles espec:ﬁcos en dos1s ler'lpéuucas como !erapla
coadyuvanie en un modelo murino, potenciard ¢l efecto del tratamiento convencional en la reduccion de Ea
masa tumoral. :
6b Ohjetlvos
General:

Determinar el efecto coadyuvante de nutrimentos como los dcidos grasos poliinsaturados Omega-3, y los
extractos hidroalcohdlicos de plantas medicinales Agastache mexicana y Ganoderma lucidum en dosis
terapéuticas, ya sea solos o en combinacion con el tratamiento convencional (dependiente del fenotipo
tumoral) en la inhibicion de! crecimiento tumoral con diferentes lineas de cdncer humano en un modelo
muyino,

Especificos:

7. Metodologia: Diselo general.
Disefto: Estudio experimental,

Cultivo Celular: El estudio se llevard a cabo con diferentes lineas celulares de cancer humano de
mama MDA MB 231, MCF-7, MDA MB 468 y dc prostata PC3. Seran mantenidas en la Unidad de:
Bioquimica det INCMNSZ en incubadores a 37°C, 100% de humedad y 5% de CO2. :

Experimentacién in vivo:

La experimentacién in vivo s¢ llevard a cabo con ratones hembras desnudos blancos (Foxnlnu) de fondo:
genético Blab/c, que presentan una inmunodeficiencia que permite la implantacioén de trasplantes alogénicos,.
sin que se de rechazo. Dicho antccedente genético es importante ya que durante el experimento fos:
animales podrian lener una respuesia variable al tratamiento. :

La primera etapa consiste en estandarizar ¢l nimero de células a inocular y el tiempo Oplimo para la:j
generacién de una masa tumoral de al menos 3mm® con las diferentes lineas celulares. Se inyectars,
via subcuténea  un  volumen  miximo de  100uL de la  suspensién  celular



en solucion fisiolégica con diferentes densidades de céhulas:

1,500,000 células
2,500,000 células
3,000,000 células
4,000,000 células
5,000,000 células

e ¢ o o o

Nomero de animales: se inocularan 3 animales por densidad celular para probar su capacidad de formar:
tumor, en dos ensayos comsecutivos. Las células a inyectar se mantendrin en condiciones:
estériles y seran preparadas el mismo dia que se practique la inoculacion.

La estandarizacion del niimero de células a inocular se realizara al finalizar la primera etapa.

Para su identificacion los animales seran marcados con mwuescas en los pabeliones auriculares, Diariamente:
seran pesados y revisados para registrar la aparicion de masas tumorales y Hevar un control de los:
incrementos en sus radios mayores y menores. El desarrollo de tumor se evaluara durante un periodo médximo*
de & semanas. El volumen del tumor serd determinado con fa férmula: 0.52 x (ancho)2 x largo. En su
caso se aplicardn criterios de punto final (ver seccion de desenlaces y variable). :

Los grupos estardn conformados por 10 animales.

Grupo | Dieta Estandar sin Tratamiento {Control 1)

Grupo 2: Dieta Estandar con Tratamiento Antitumoral convencional (Control 2)

Grupo 3: Dicta Suplementada desde el tiempo 0 sin Tratamiento (Experimental 1)

Grupo 4: Dieta Suplementada desde el tiempo 0 con Tratamiento convencional (Experimental 2)

Grupo 5: Dieta Suplementada tras dos semanas de la inoculacion del tumor (Experimental 3)

Tratamiento convencional: Para céncer de mama sc utilizard Doxorrubicina y para céncer de prostata se:
utilizara Docetaxel. ;

Intervencion dietética:
Dieta Estandar: Se utilizara la dieta AIN-93 diseilada por el American Institute of Nutrition Rodent Diets.

Dicta Suplementada: AIN-93 suplementada con el nutrimento especifico en la dosis lerapéulica%
recomendacda. :

o Acidos Grasos Omega-3: 1g/kg
s Apgastache Mexicana: 250mg/kg
s Ganoderma Lucidum: 650mg/kg

La dieta serd preparada en la planta pifoto de tecnologia de alimentos del Instituto Nacional de Ciencias%
Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn, segin las indicaciones de Ja American Institute of Nutrition Rodent;
Diets para dicha dieta, suplementando o no ef compuesto ¢n estudio. Ambas dictas s¢ refrigerardn en



contenedores sellados con el objetivo de reducir cambios organolépticos. Ya lista la mezcla, se proceders a
humectar fa mezcla y finalmente se dejard secar para que adquiera wna consisiencia sélida, adecuada para el
consumo del raton y evilar desperdicio. :

o Fomna fisica: bolo. _
o La administracion serd suministrado en comedero cilindrico con salida de alimento a nivel:
del piso.
El tipo de comedero permite que el desperdicio de alimento sea menor al 5% y pueda
cuantificarse apropiadamente ¢l consumo diario. S¢ realizara la cuaatificacidn del peso total:
del comedero, antes dei inicio de la alimentacion y 24hrs después.
Alojamiento: caja estandar

=

=

Administracién del tratamiento convencional:

Los animales seran observados diariamente y el tratamiento serd administrado intraperitonealmente una vez;
cada cuatro dias por un maximo de § semanas, en la siguienie dosis: "

Doxormbicina; 1mglkg

Docetaxel: 5Smg/kg

Evaluacién de masa tumoral y masa corporal:

Tumor; Los didmetros maximos y minimos del fumor serdn mediclos tres veces por semana con un Vernier. El
volumen del tumor serd determinado con la formula: 0.52 x (ancho)2 x largo. Liegado al punto {inal,:
posterior a la necropsia se registrard ¢l peso himedo del tumor. Las masas tumorales se fijaran con formalina;
para realizar cstudios histopatolégicos con tincién estandar de hematoxilina/eosina. :

Masa Corporal: Se registrard diariamente,

Ingesta: Se hara registro de consumo diario.

Cialculo de tanaito de muestra:

El calculo de tamafio de muestra se realizé utilizando foérmula para cilculo de diferencia de medias de dos
grupos independientes.
o Tomando en cuenta un tamafio esperado de tumor de 24.2 + 1.1mm3 en el grupo control (sin,
tratamiento médico o nutricic), esperando una diferencia clinicamente significativa deg

reduccion del 30%, con un alfa de 0.05 y un poder de 0.9; ef mimero total de ratones fue de:

6 animales (3 para el grupo conirol y 3 para el grupo de inlervencion dietética sin’

tralamiento médico).

o Para el estudio de advuvancia, se tomd cn cuenta un tamafio de 3.3 + 0.6mm3 en el grupo:

control (tratamicnto médico sin intervencion dietética) <¢sperando una  diferencia

clinicamente significativa de reduccion del 30%, con un alfa de 0.05 y un poder de 0.9; el

nitmero tofal de ratones fue de 18 animales. (9 para el grupo control y 9 para el grupoe de.

intervencion dietética con tratamiento médico). ’



o Se eligio el niumero de ratoncs mas gmnde por grupo mas el 10% de perch(las = 10 ratones.
o Se utilizé el programa G*Power3. 1.7,

8. Metodologi’a. Criteuns de seleeclén

El estudio se llevard a cabo con ratones desnudos hembms pElJ’d emuiar las variacioncs dcl c1clo hormolml
femenino. Los animales se¢ recibirdn a los 19-21 dias de su nacimicntlo para iniciar inmediatamente la
alimentacion con ¢l alimento suplementado con los nutrimentos o exiractos naturales. A lo largo de las:
signientes 4 semanas s¢ realizard la implantacion de células tumorales y se iniciard ¢l tratamiento 'mummoral
correspondicnie.

o Criterios de inclusién:
. Ratones desnudos blancos (Foxnlnu) de fondo genético Balb/c
Hembras
Edad: 19-21 dias (al destete)
Satudables
o Criterios de exclusion:
Ratones que presenten traumatismos y/o infecciones
o Criterios de climinacion: El criterio para evaluar el desarrollo de tumor tendrd punto I"mal
cuando el ratdn presente alguna de las siguientes caracieristicas:
Disminucion de masa corporal de >20%. g
Se observe falta de movilidad, letargia u otros cambios semgjantes en el_f
comportamiento. ‘
Crecimienlo de la masa tumoral sea mayor al 5% del peso corporal del ammal
{aprox.17 mmy,
Presencia de trauma autoinflingido.
‘ Cuando la palpacion del tumor induce respuesta dolorosa,
En el caso de tumores superficiales: presencia de ulceracidn, necrosis o infeccion,
Ulceracién de tumor.

9, Metedologia. Desenlaces y varlables _ : RIS : Lo
El criterio para evaluar el desarrollo de tumor 1endr'1 punlo {“mai cmndo c! faton prcscmc alguno de los
criterios de eliminacion.

La eutanasia se practicard con CO* gaseoso dentro de una camara dedicada a este procedimiento.

Disposicion de caddveres: Los cadaveres se almacenaran en bolsas sellables v estas dentro de bolsa amanlia
para residuos sélidos patologicos, segin la normatividad existente. :

Para la evaluacion de los nutrimentos y extractos se comparardn las tasas de crecimiento de las ll]dS‘)S
tumorales. i

Estadistica:

L. Volwnen de los tumores control comparados con el volumen de los tumores de ratones
suplementados en los mismos tiempos: t de Student para muestras no pareadas.

2. El volumen de los tumores del grupo control se compararé en sus diferentes tiempos de desarrollo’
tumoral mediante ¢l andlisis cstadistico del test t de Student para muestras pareadas. La misma:
prucba se utilizara para analizar ¢l volumen de los tumores de los ratones suplementados de cada:



grupo experimental.

3. Para valorar ¢l efeclo especifico del tratamiento se comparard el grupo con tratamiento (QT) ¥
suplementacion vs el grupo solo con tratamiento en cuanto al famaifio femorat y se utilizard Ja prueba:
de t de Student. En caso de encontrmar diferencias se ulilizaran isobologramas y andlisis de regresion’
para valorar si ¢l efecto es ¢t esperado (adilivo) o existe sinergia, 3

10, Rlesgosybeneficlosdelesmdm o e
BENEFICIO DIRECTO:

Se espera un beneficio directo como estudio preclinico,

Comprobar que ia suplementacion de nufrimentos en Ia dieta, en conjunto con el 1ra!amiemo§
convencional, potencia el efecto terapéutico. !

BENEFICIOS INDIRECTOS:

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS : NA
"COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : NA
EFECTOS ADVERSOS : NA

EFECTOS PSICOLOGICOS : NA

METODOS DE SEGURIDAD : NA
PROCEDIMIENTOS : NA

OTRO TIPO DE RIESGO NA

11 Costos . : :

J COSTOS TOTALES DE LA INVESTIGACION»
Ammales e $ 000 e
Eqmpos . ..$000. S
sudios . . .._..$000. I ’
Matenales T $009 e
pe]smml e ..$000... .
Pubhcacmnes . '"”Es 00
Slrsm lpcmnes. - $0(}l} o t
Varlos | o S O.G'l}.

Vnticos $ 0.09
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5. Marco tedrico
ANTECEDENTES:

El cancer ooupa el segundo [ugar en nimero de muertes entre las enfermedades no ransmisibles. El incremento en a.
incidencia de ésta enfermedad se atribuye a diferentes factores, entre ellos al crecimiento y envejecimiento de la:
poblacion, la incorporacion de nuevos estilos de vida asociados a una alimentacién tipo cccidental, ef consumo de
tabaco y sedentarismo, principalmente. El estudio mas completo sobre incidencia y mortalidad en cancer en ambos
sexos de manera global, es el reportado por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer {IARC, 2010), con '
datos recabados durante el 2008, En diche trabajo se reportd que en ese afio hubo 12.7 milfones nuevos de cancer y -
7.6 milones de muertes. Dentro de los cAnceres mas comunes en general, en primer lugar se encuentra el cancer de
pulman, sequido del cancer de glandula mamaria, el colorrectal, de estomago, prostata e higado. :

Actualmente, existen terapias dirigidas para el tratamiento del cancer, dentro de las principales
modalidades terapéuticas se encuentra la quimioterapia, que tiene como finalidad alcanzar el
control sistémico. Sin embargo, la toxicidad, la cual puede ser hematolégica y no hematologica
(gastrointestinal, cutanea, neuropatias) muchas veces es un obstéculo importante para alcanzar la



la expresidn de los genes es aln controversial, existe certeza que la dieta puede modificar la-
expresion genética, afectando, tanto en forma positiva como negativa, el desarrollo del cancer. Se
han descubierto sustancias bioactivas en alimentos y en exiractos de productos naturales,
principalmente plantas y hongos; comparables en dosis terapéuticas a la medicina convencional.
También se ha documentado que las intervenciones nutricionales pueden tener un valor adyuvante
al tratamiento de quimioterapia.

La riqueza etnoboténica de México ha conducido a la bisqueda de aplicacion de una variedad de compuestos.
nutricionales y extractos naturates de plantas empleadas en la medicina tradicional, para ta prevencion y tratamiento del
cancer; ya que significan herramientas terapéulicas de mayor accesibilidad, menor costo y seguros para el consumo
humano.

Con base en lo anterior proponemos evaluar €l efecto protector ylo adyuvante de nutrimenios como los 4cidos grasos
poliinsaturados Omega-3, y los extractos hidroalcohélicos de plantas medicinales como el Agastache mexicana y.
Ganoderma lucidum con propiedades potenciales para la prevencién y tratamiento del cancer en diferentes lineas’
celulares derivadas de cancer de mama, cancer de préstata y cancer colorectal, tanto en lineas comerciales como en
cultivos primarios. Igualmente proponemos probar estos nufrimentos y extractos in vivo en un modelo murino de:
animales inmunosuprimidos que aceptan trasplantes alogénicos de células tumorales humanas. :

DEFINICION DE PROBLEMAS :

Resulta evidente que la mortalidad por Ca en México, mantiene una tendencia ascendente
generando una gran demanda sobre los sistemas de salud piblica del pais y por esto, es hoy en
dia, uno de los retos mas importantes para la investigacion enfocada a la salud del adulto y adultos
mayores. Las opciones terapéuticas actuales tienen un costo sumamente elevado ademas de los
efeclos toxicos ya mencionados; por tal motive, la epidemia de Ca representa un nuevo desafio
para el financiamiento por parte del sistema de salud, en particular para los paises en desarrolio.

En la actualidad se utilizan un nimero importante de farmacos antitumorales que combinados con.
radioterapia e intervenciones quirirgicas han resultado en esquemas de tratamiento con alta:
efectividad curativa si se aplican a estadios tempranos, tanto en forma adyuvante como:
neoadyuvante. También se aplican en el contexto de enfermedad metastésica, aunque ya no con’
intencién curativa. A pesar de su amplia utilizacion, las dosis empleadas se encuentran limitadas
por su perfil de toxicidad que varia segtin medicamento, el cual puede ser dependiente de la dosis
acumulada. Por tanto, resulta de considerable importancia incrementar la capacidad citotoxica de
los farmacos antitumorales utilizando combinaciones con agentes no farmacoldgicos que potencien
su efecto sin aumentar la toxicidad.

JUSTIFICACION :

La generacion de estrategias para oplimizar el tratamiento contra el cancer se complementa con la incorporacion de:
nutrimentos o principios aclivos derivados de productos nafurales que se presentan como candidatos potenciales para:
complementar los recursos actuales, por lo que se justifica la realizacion de estudios formales de su eficacia ya sea.
solos ¢ en combinacion con agentes antitumorales. Esta blisqueda debs ir orientada a fa disminucion de los efectos



thxicos, ademds de la reduccion de costos, lo que se reflejaria en un mayor apego y tasa de éxitos.

6a. HlpoteSIS
El empleo de nutrimentos y extractos de preductos naturales especificos en dosis terapéuticas como 1erapla
coadyuvante en un modelo murino, potenciaré el efecto del ratamiento convencional en Ia reduccion de fa masa tumoral.

6b. Objetlvos

General:

Determinar el efecto coadyuvante de nulrimentos como los 4cidos grasos poliinsaturados Omega-3, y los extractos :
hidroalcohtlicos de plantas medicinales Agastache mexicana y Ganoderma lucidum en dosis terapéuticas, ya sea solos
o en combinacion con el tratamiento convencional {dependiente del fenolipo tumorat) en la inhibicion del crecimiento
tumoral con diferentes lineas de cancer humano en un modelo murino.

Especificos:

7. Metodologla Disefio general
Dlseno Estudio experimental.

Cultivo Celular: El estudio se llevara a cabo con diferentes lineas celulares de céncef;
humano de mama MDA MB 231, MCF-7, MDA MB 468 y de prostata PC3. Seran mantenidas en la
Unidad de Bioquimica del INCMNSZ en incubadores a 37°C, 100% de humedad y 5% de CO2.

Experimentacion in vivo:

La experimentacion in vivo se llevard a cabo con ratones hembras desnudos blancos {Foxninu)
de fondo genético Blab/c, que presentan una inmunodeficiencia que permite la implantacion de
trasplantes alogénicos, sin que se de rechazo. Dicho antecedente genético es importante ya que
durante el experimento los animales podrian tener una respuesta variable al tratamiento.

La primera efapa consiste en estandarizar el nlmero de células a inocular y el tiempo
optimo para la generacién de una masa tumoral de al menos 3mm?3 con las diferentes lineas
celulares. Para ello se inyectara un volumen méximo de 100ul. de la suspensién celutar en solucion
fisiologica con diferentes densidades de células (rango de 1 a 10 millones de celulas) via
subcutanea. Las células a inyectar se mantendran en condiciones estériles y seran preparadas el
mismo dia que se practique la inoculacion.

Para su identificacion los animales serdn marcados con muescas en los pabellones auriculares.
Diariamente seran pesados y revisados para registrar la aparicidén de masas tumorales v llevar un
control de los incrementos en sus radios mayores y menores. El desarrollo de tumor se evaluard
durante un periodo méximo de 8 semanas. El volumen del tumor sera determinado con fa
formula: 0.52 x (ancho)2 x largo. En su caso se aplicaran criterios de punto final {ver seccion de



descenlaces y variable).

Los grupos eslaran conformados por 10 animales de las siguientes caracteristicas:
- Hembras

- Al destete (19-21 dias)

Grupo 1: Dieta Estandar sin Tratamiento (Control 1)

Grupo 2: Dieta Estandar con Tratamiento Antitumoral convencional (Control 2}

Grupo 3: Dieta Suplementada desde el tiempo O sin Tratamiento (Experimental 1)

Grupo 4: Dieta Suplementada desde el tiempo 0 con Tratamiento convencional (Experimental 2)

Grupo 5: Dieta Suplementada tras dos semanas de ia inocutacion det tumor (Experimental 3)

Tratamiento convencional: Para cancer de mama se ulifizard Doxorrubicina y para cancer de
prostata se utifizara Docetaxel. -

Intervencion dietética:

¢  Dieta Esténdar; Se ulilizara [a dieta AIN-93 disefizda por et American Institite of Nutrition Rodent Diets.

e  Dieta Suplementada: AIN-83 suplementada con el nutrimento especifico en la dosis terapéutica recomendada
La dieta sera preparada en la planta piloto de tecnologia de alimentos del Instituto Nacional de?
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, segtin las indicaciones de la American Institute of
Nutrition Rodent Diets para dicha dieta, suplementando o no el compuesto en estudio. Ambas dietas
se refrigeraran en contenedores sellados con el objetivo de reducir cambios organolépticos. Ya lista

la mezcla, se procederd a humectar la mezcla y finalmente se dejara secar para que adquiera una
consistencia solida, adecuada para el consumo del ratén vy evitar desperdicio. ‘

Adminisiracion del tratamiento convencional:

Lps _ani_r_n_a_le_s__ _s__e_r_é_n ___obse_rvados diariamente y el tratamiento serd  administrado




intraperitonealmente diaria por un maximo de 8 semanas a una dosis de 1mgrkg.

Evaluacion de masa tumoral y masa corporal:

Tumor: Los diametros méaximos y minimos del tumor seran medidos tres veces por semana con un:
Vernier. El volumen del tumor sera determinado con la formula: 0.52 x ({ancho)2 x largo.
Liegado al punto final, posterior a la necropsia se registrara el peso himedo del tumor. Las masas:
tumorales se fijaran con formalina para realizar estudios histopatologicos con tincidn estandar de
hematoxilina/ eosina. |

Masa Corporal: Se regisirara diariamente.

Ingesta: Se hara registro de consumo diario,
8. Metodologia: Criterios de seleccion

El estudio se flevara a cabo con ratones desnudos hembras para emular las variaciones del ciclo hormonal femenino,
L.os animales se recibiran a los 19-21 dias de su nacimiento para iniciar inmediatamente la alimentacién con el alimento
suplementado con los nutrimentos © extraclos naturales. A lo largo de las siguientes 4 semanas se realizara la
implantacion de células tumorales y se iniciara el tratamiento antitumeral correspondiente. Durante el periodo de
alimentacion de los animales, se seleccionaran para el estudio los gue cumplan con fas sigulentes caracleristicas: :

e Incremento normal de peso
+  Ausencia de traumatismos y/o infecciones
«  Elque hayan sido vicimas a eslrés conductual

9, Metodoiogla Desenlaces y varlables ;
El criterio para evaluar el desarrcllo de tumor tendra punto final cuando el raton presente alguna de las mgmentesi
caracterisficas; .
-Disminucion de masa corporal de >20%.

-Se observe falta de movilidad, Jetargia u otros cambios semejantes en el comportamiento.

-Hayan transcurrido 8 semanas después de la inoculacion.

-Crecimiento de la masa tumoral sea mayor al 5% del peso corporal del animal (aproximadamentef
17 mm). 5

-Presencia de trauma autoinflingido.
-Cuando la palpacién del tumor induce respuesta dolorosa.

-En el caso de tumores superficiales: presencia de ulceracién, necrosis o infeccion.

La eutanasia se practicara con CO? gaseoso denfro de una camara dedicada a este procedimiento,
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il. Titulo del proyecto

Efecto dela combmamon de una infervencion nutncnonal 'y agentes qwmloterapeutacos en el tratamiento det cancer o

2 Investagadores

i—2a. Identificacion
\
|

INVESTIGADOR Posicién institucional Posicién en el Teléfono {ext.)Correo-E
7 proyeto ¢+
Zentella Dehesa Algjandro Invesligador en Clenclas  |Invesligador
- ‘Médicas F responsable
Tovar Palacio Armando Investigador en Clencias  |Investigador asociado
: _Medicas F
Torres y Torres Nimbe investigador en Ciencias  |Investigador asociado
Médicas F
‘Mariano Martinez Investigador Titular C Investigador asociado
Instituto de Quimica UNAM
‘Daniel Martinez Carrera Profesor e Investigador Investigador asociado
: Titular del Colegio de

posgraduados Campus
: Puebla ‘
‘José Luis Ventura Gallegos  {Técnico académico del Investigador asociado
: instituto de Invetigaciones
; Biomédicas UNAM
Damasco Avifa Erika Alejandra  Estudiante Doctorado UNAM Investigador asociado
Poliaskaia Ekaterina Estudiante Licenciatura Investigador asociado
Maria Eugenia Meneces Alvarez [Investigador Postdocloral del investigador asociado
Colegio de posgraduados

Campus Puebla

2b Pertmencla del grupo de investigadores con respecto def proyecto

 Grupo colaborativo de nutridlogos, quimicos del 4rea de productos naturales y bidlogos celulares de cancer.

3. Instituciones participantes

Unwefmdad Nacional Auténoma de México
= Instituto de Investigaciones Biomeédicas

LInstituto de Quimica

Einstituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirén
LColegio de Pesgraduados Campus Puebia

:4. Patrocinio

Aa, Organismos patrocinadores

Presupuesto interno Instifuto de investigaciones Biomédicas. Universidad Nacional Auténoma de México.
Presupuesto de licitacién de fa Unidad de Bioquimica. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nulricion Salvador

Zubiran.

fDonativo PNPC CONACYT. Colegio de Posgraduados Campus Puebla.

PAPIIT -

Instituto de Quimica. Universidad Nacional Autdnoma de México.

4b Especificar si los investigadores reciben pago (monetario o en especie) por su participacion especifica en la

mvestlgacsén

No

5. Marco teérico

 ANTECEDENTES:

El cancer ocupa el segundo lugar en nimero de muertes entre las enfermedades no transmisibles. E1 incremento en fa




incidencia de ésta enfermedad se alibuye a diferenles factores, entre ellos al crecimiento y envejecimiento de la
poblacién, la incorporacion de nueves estilos de vida asociados a una alimentacion tipe occidental, el consumo de
fabaco y sedentarismo, principalmente. Ef estudio mas completo sobre incidencia y mortafidad en cancer en ambos
‘sexos de manera global, es el reportado por la Agencia Internacional de Investigacién en Cancer (IARC, 2010), con
-datos recabados durante el 2608. En dicho trabajo se reparté que en ese afio hube 12.7 millones nuevos de cancer y
1 7.6 millones de muertes. Dentro de fos canceres mas comunes en general, en primer lugar se encuentra ef cancer de
pulmon, sequido del cancer de glanduta mamaria, el colorrectal, de estdmago, préstata e higado.

Aclualmente, existen terapias dirigidas para el tratamienlo del cancer, denlro de las principales modalidades
lerapéuticas se encuentra la quimioterapia, que tiene como finalidad alcanzar el control sistémico. Sin embargo, la
toxicidad, la cual puede ser hematoldgica y no hematolégica (gastreintestinal, cuténea, neuropatias) muchas veces es
un obstaculo importante para alcanzar la dosis requerida para lograr ta tasa de curacién. Si bien el efecto de la diefa y
el medio ambiente en la expresidn de los genes es alin controversial, existe certeza que la dieta puede modificar la
expresion genética, afectando, tanto en forma positiva como negativa, el desarrollo del cancer. Se han descubierto
suslancias bioactivas en alimentos y en extractos de preductos nalurales, principalmente plantas y hongos;
comparables en dosis lerapéuticas a la medicina convencional. También se ha documentado que las intervenciones
nulricionales pueden lener un valor adyuvante al tratamiento de quimioterapia.

La riqueza etnoboténica de México ha conducido a la blsqueda de aplicacion de una variedad de compuesios
nufricionales y extractos naturales de plantas empleadas en la medicina tradicional, para la prevencion y tratamiento del
cancer; ya que significan herramientas terapéuticas de mayor accesibilidad, menor costo y seguros para el consumo

humano.

Con base en lo anterior proponemos evatuar el efecto protector ylo adyuvante de nutrimentos como los &cidos grasos
polinsatusados Omega-3, y los extractos hidroalcoholicos de plantas medicinales como el Agastache mexicana vy
Ganoderma lucidum con propiedades potenciales para la prevencion y tratamiento del céncer en diferentes lineas
celulares derivadas de cancer de mama, cancer de prostata y cancer colorectal, tanto en lineas comerciales como en
cultivos primarios. Igtalmente propenemos probar eslos nufrimentos y extractos in vive en un modelo murino de
animales inmunosuprimidos que aceptan irasplantes alogénicos de célufas tumorales humanas.

DEFINICION DE PROBLEMAS :
Resulta evidente que la mortalidad por Ca en México, mantiene una tendencia ascendente generande una gran
demanda sobre los sistemas de salud plblica def pats y por esto, es hoy en dfa, uno de los retos més importantes para
fa investigacion enfocada a la salud del adulto v aduttos mayores. Las opcicnes terapéuticas actuales tienen un costo
sumamente elevado ademas de los efectos {6xicos ya mencionados; por tal motivo, la epidemia de Ca representa un
nuevo desafio para el financiamiento por parte del sistema de salud, en particular para los paises en desarrolio,

En la actualidad se ulilizan un nimere importante de farmacos anfitumorales que combinados con radiolerapia ¢
intervenciones quirdrgicas han resultado en esquemas de tratamiento con alta efectividad curativa si se aplican a
estadios tempranos, tanto en forma adyuvante como neoadyuvante. También se aplican en el conlexto de enfermedad
melastasica, aunque ya no con intencion curaliva. A pesar de su amplia ulilizacion, las dosis empleadas se encuentran
fimitadas por su perfil de toxicidad que varia segiin medicamento, el cual puede ser dependiente de la dosis acumulada.
Por tanlo, resulta de considerable imporlancia incrementar la capacidad citoldxica de fos farmacos anlitumorales
utilizande combinaclones con agentes no farmaceldgicos que potencien su efeclo sin aumentar la toxicidad.

JUSTIFICACION :
La generacion de eslrategias para optimizar el tratamiento conira el cancer se complementa con la incorporacion de

nulrimentos o principios activos derivados de productos naturales que se presentan como candidalos potenciafes para
complementar los recursos actuales, por lo que se justifica la realizacién de estudios formales de su eficacia ya sea
;solos o en combinacion con agentes antitumorales. Esta busqueda debe ir orientada a fa disminucion de los efectos
‘toxicos, ademas de la reduccion de costos, o que se reflejaria en un mayor apego y tasa de éxitos.

6a. Hipbtesis B N
El empleo de nutrimentos y exiractos de produclos naturales especificos en dosis terapéutic
coadyuvante en un modeto murino, potenciaré ef efecto del tralamiento convencional en fa reduccion de la masa tumoral,

6b. Objetivos. S U




General Determinar el efecto coadyuvante de nutrimentos como los Acidos grasos pohsnsaturados Omega 3 y ‘los
extractos hidroalcoholicos de plantas medicinales Agastache mexicana y Ganoderma lucidum en dosis terapéuticas, ya
sea solos o en combinacion con el tratamiento convencionat (dependiente del fenotipo fumoral} en {a inhibicion del
crecimiento tumoral con diferentes lineas de céncer humano en un modelo murino.

7 Metodologaa Disefio general
D:seno Estudio expenmentai

;Cui!ivo Cejular: £l estudio se llevard a cabo con diferentes lineas celtfares de cancer humano de mama MDA MB
231, MCF-7, MDA MB 468 y de prostata PC3. Seran mantenidas en ta Unidad de Bioquimica del INCMNSZ en
iincubadores a 37°C, 100% de humedad y 5% de CO2,

EExpenmentac:on in vivo:

E.a experimentacion in vivo se llevara a cabo con ratones hembras desnudos blancos :{Foxninu) de fondo genético
Balbic que presentan :una inmunodeficiencia ‘que permite la implantacion de trasplantes alogénicos, sin que se de
rechazo Dicho antecedente genstico es importante ya que durante el experimento los animales podrian lener
una respuesta variable al tratamiento.

La primera etapa consiste en estandarizar el nimero de células a inocular y el tiempo optimo para la
generacion de una masa tumoral de al menos 3mm? con las diferentes lineas celulares. Para ello se inyectard via:
subcutanea un volumen maximo de 100ul. de fa suspension celular en solucion fisiologica con diferentes densidades
de células; 1,500,000, 2,500,000, 3,000,000, 4,000,600, 5,000,0G0. Cada cantidad se inyectara en 5 ratones para probar
su capacidad de formar tumor. Las células a inyectar se mantendran en condiciones estériles y seran preparadas el
‘mismo dia que se practique la inoculacion.

Para su identificacion los animafes seran marcados con muescas en los pabeltones auriculares. Diariamente seran
pesados y revisados para registrar la aparicién de masas tumorales y llevar un control de los incrementos en sus radios
mayores y menores. El desarrollo de tumor se evaluarg durante un periodo méximo de 3 semanas, El volumen det
tumor serd determinado con la férmuta: 0.52 x (ancho)2 x largo. En su caso se aplicaran crilerios de punto final.

Los grupos estaran conformados por 10 animales de las siguientes caracteristicas:
- Hembras para los experimentos con lineas celulares de cancer de mama. Y machos para los experimentos con fa linea

celular de cancer de prostata.
- Al destete: 19 - 21 dias.

‘Grupo 1: Dieta Estandar sin Tratamiento (Conlrol 1)

Grupo 2: Dieta Estandar con Tratamiento Antitumoral convencional {Control 2)

Grupo 3: Dieta Suplementada desde el iempo 0 sin Tratamiento (Experimental 1)

Grupo 4: Dieta Suplementada desde el tiempo 0 con Tratamiento convencional (Experimental 2)

Grupo 5: Dieta Suplementada fras dos semanas de fa inoculacion del tumor {Experimental 3}

|

%Tratamiento convencional: Para cancer de mama se uilizara Doxorrubicina y para el grupo inoculado con la linea celular
de cancer de prostata se ulilizara Docelaxel.

Intervencién dietética:

~» Dieta Estandar: Se utiizara la dieta AIN-93 disefiada por el American Institute of Nutrition Rodent Diets.
» Dieta Suplementada: AlN-93 suplementada + compuesto de interés:

o Acidos Grasos Omega-3: 1g/kg

o Agastache Mexicana: 160 pmol/mifkg

o Ganoderma lucidum: Bglkg

La dieta sera preparada en fa planta piloto de tecnologia de alimentos def Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran, segin las indicaciones de la American Instifute of Nutriion Rodent Diets para dicha dieta,
suplementando o no el comptlesto en estudic. Ambas dietas se refrigeraran en contenedores sellados con el objetive de
reducir cambios organolépticos. Ya lista la mezcla, se procedera a humectar la mezcla y finalmente se dejard secar para
que adquiera una consistencia sélida, adecuada para el consumo del ratén y evitar desperdicio.




fAdministracién del tratamiento convencional:
Los animales seran observados diariamente y el tratamiento serd administrado intraperitonealmente diaria por un
maximo de 8 semanas, a una dosis de 1img/kg.

Evaluacion de masa tumoral y masa corporal:

Tumor, Los didmetros maximos y minimos del tumor seran medidos tres veces por semana con un Vernier. El volumen
jdel tumor serd determinado con fa formula; 0.52 x (ancho)2 x largo. Llegado al punto final, posterior a fa necropsia
se registrard el peso hémedo del tumor. Las masas fumorales se fijaran con formalina para realizar estudios
histopatoldgicos con tincién estandar de hematoxilina/ eosina.

Masa Corporal: Se registrara diariamente.

flngesta: Se hara regislro de consumo diario.

|

8. Metodologia: Criterios de seleccion

El estudio se llevara a cabo con ratones desnudos hembras para ‘emular las variaciones dsl ciclo hormonal femenino.
Los animales se recibiran a los 19-21 dias de su nacimiento para iniciar inmediatamente fa alimentacion con el alimento
supiemeniado con los nutrimentos o extractos naturales. A lo largo de las siguientes 4 semanas se realizara la
1lirnpiantac;én de células wumorales y se Iniciara el tralamiento antitumoral correspondiente.

Durante el periodo de alimentacién de loa animales juveniles a adultos, se seleccionaran para el estudio los que cumplan
‘con las siguientes caracteristicas: Incremento de peso normal, ausencia de traumatismos yfo infecciones o que hayan
sido victimas a eslrés conduclual.

9. Metodologia: Desenlaces y variables
:EI criterio para evaluar el desarrollo de tumer lendrd punto final cuando ef raton presente alguna de las siguientes
caracteristicas:

-Disminucién de masa corporal de >20%.

;-Se observe falta de movilidad, letargia u otros cambios semejantes en el comportamiento.

L Hayan franscurrido 8 semanas después de fa inoculacion,

-Crecimiento de la masa tumoral sea mayor al 5% del peso corporal del animal (aproximadamente 17 mm}.

-Presencia de trauma autoinflingido.

“Cuandola palpacién del tumor induce respuesta dolorosa,

~En el caso de tumores superficiales: presencia de ulceracidn, necrosis o infeccion.

UEceramon de fumor.

La eutanasia se praclicarg con CO? gaseoso dentro de una camara dedicada a este procedimiento para evitar prologar el
dolor en [os animales.

iLos cadaveres primero se almacenaran en bolsas sellables y botsa para residucs sélidos patoldgicos y se entregaran a
quien correspenda para su desecho.

:Para la evaluacion de los nutrimentos y exiractos se compararan las tasas de crecimiento de fas masas tumorales.

Estadistica;

|

i 1. Volumen de los turmores conlrol comparados cen el volumen de los tumores de ratones suplementados en los
mismos liempos: t de Student para muesiras no pareadas.

2. El volumen de los tumores del grupo control se comparara en sus diferentes liempos de desarrollo tumoral
mediante el analisis estadistico del lest t de Student para muestras pareadas. La misma prueba se ulfizard
para analizar el volumen de los tumores de los ratones suptementados de cada grupo experimental.

3. Para valorar el efecto especifico del tratamiento se comparara el grupo con tratamiento (QT}) y suplementacion
vs el grupo solo con tratamiento en cuanto al tamario tumoral y se utilizara la prueba de t de Student. En caso
de encontrar diferencias se utilizardn isobologramas y andlisis de regresioén para valorar si el efeclo es el

esperado (aditivo) o existe sinergia,

10, Riesgos y heneficios del estudio




B;.'}leﬁcios Directos:

¢ Seesperaun beneficio directo como esludio preclinico.
«  Comprobar que ia suplementacién de nutrimentos en la dieta, en conjunto cen el tratamiento convencional,
potencia el efeclo terapéutico.

Beneficios Indirectos:

‘Riesgos:

Molestias Generadas: NA
Complicaciones de procedimiento: NA
Efectos Adversos: NA

 Efectos Psicolégicos: NA

Métodos de Seguridad: NA
Procedimientos: NA

: Otro tipo de riesgo: NA

. Costos .
COSTOS TOTALES DE LA INVESTIGACION
;Admon. Gastos pacientes $ 0.00

EAnimales $0.00

quuEpos ;$ 000

-:Esludios ) E$ 0.00

iMateriales §$ 0.00

f?ersonal $ 0.00 )
::Pubiicaciones YT

éSuscripciones $ 0,00

:-gVarios $ 0.00

EViétEcos $0.00
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