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RESUMEN

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente entre las mujeres y la principal causa de
muerte entre la poblacion femenina mundial. Recientemente, diversos estudios han demostrado como
se regula la respuesta inmune en el microambiente tumoral y el potencial que esto tiene sobre la terapia
contra el cancer. Sin embargo, no esta claro como los tumores son capaces de inducir una tolerancia a la
respuesta inmune y cédmo se activan las vias regulatorias negativas que lo protegen del hospedador. El
entendimiento de los mecanismos moleculares que conducen a la tolerancia inmune en el microambiente
tumoral es fundamental para prevenir el desarrollo del cancer o para aplicarlo en inmunoterapia contra el
cancer. Los tratamientos convencionales contra el cancer de mama implican cirugia, seguida de radiacion
y terapia hormonal y/o quimioterapia. Algunos de estos tratamientos tienen efectos secundarios téxicos.
Las drogas usadas en la quimioterapia afectan en diversos grados tanto a las células cancerosas como
a las normales. Actualmente se esta investigando el desarrollo de drogas “dirigidas”, que sélo ataquen
a las células cancerosas, sin afectar a las células normales. Una aproximacion a esto es buscar com-
puestos que sean mas selectivos y especificos, que solo destruyan las células tumorales y prevengan la
metastasis sin dafar a las células normales.

Por miles de afios, se han usado hongos medicinales debido a sus propiedades curativas. Una amplia
tradicion ha transmitido el conocimiento de las propiedades de los hongos de generacion en generacion,
particularmente en Japén y China. Ademas, estos paises cuentan con el apoyo de décadas de investiga-
cion cientifica en el tema. Actualmente, Maitake (Grifola frondosa) se presenta como uno de los hongos
medicinales mas interesantes y esta siendo estudiado arduamente. Un extracto de Maitake, denominado
Fraccion D, rica en B-glucanos, aparentemente ejerce notables efectos sobre el sistema inmune. Los
B-glucanos, son importantes componentes de la pared celular de hongos, levaduras y bacterias. Los
provenientes de hongos y levaduras consisten en una cadena lineal polimérica de D-glucosa unidas
mediante enlace B-1,3, y que poseen cadenas laterales de D-glucosa, unidas mediante enlaces B-1,6.

Los resultados hasta ahora publicados sugieren que la Fraccion D de Maitake podria tener actividad
anti-carcinogénica, prevenir la oncogénesis y la metastasis en algunos tipos tumorales. Sin embargo,
los mecanismos moleculares por los cuales la Fraccion D actia aun no estan definidos. Se ha reportado
que los B-glucanos se unen a receptores dectina-1 presentes en la membrana externa de macréfagos y
otras células sanguineas incluyendo las “natural killer” (NK) y las células T citotoxicas (Tc). Estas células
inmunes son muy importantes en la proteccion y la lucha contra el cancer, dado que pueden atacar a las
células tumorales. Ademas de incrementar la habilidad de los macréfagos de fagocitar y destruir células
cancerosas, microbios y otras células extrafnas, la Fraccion D de Maitake estimula la produccion de protei-
nas de sefalizacion del sistema inmune, tales como interleuquinas-1, interleuquinas-2, y otras citoquinas.

En este trabajo de Tesina, demostramos que el tratamiento con la Fraccion D de Maitake puede estimular
la muerte celular en cultivos de células tumorales LM3. Por otro lado, los resultados sugieren que dicha
fraccion, administrada a ratones BALB/c, previene el desarrollo de tumorigénesis mamaria, bloquea la
invasividad de los tumores, disminuye el proceso de angiogénesis y aumenta la sobrevida de los ratones.
Demostramos que 5mg/kg/dia de Maitake PRO4X, administrado durante 15 dias consecutivos, es capaz
de bloquear en mas del 40% el proceso de la carcinogénesis mamaria. Este sorprendente resultado nos ha
hecho pensar que quizas el componente activo de Maitake pueda ser empleado como agente preventivo
de la tumorigénesis mamaria en una poblacién de riesgo. Queda por demostrar cual es el mecanismo
molecular por el cual Maitake Pro4X actua como bloqueante de la carcinogénesis mamaria en ratones.

En este trabajo también comparamos los efectos de la Fraccion D del Maitake, con los de quimioterapia
(Doxorrubicina+Ciclofosfamida) en el tratamiento de ratones BALB/c con cancer de mama y determinamos
si existe un efecto co-adyuvante entre Maitake y quimioterapia. Luego de 5 semanas de tratamiento ob-
servamos que la Fracciéon D Pro 4X de Maitake, administrada durante 5 semanas a ratones con tumores
de mama, aumenta significativamente la sobrevida total de los animales y disminuye la malignidad de
los tumores mamarios.

En un futuro cercano estamos interesados en analizar la composicién bioquimica exacta de la Fraccion
D y realizar estudios de HPLC y espectrometria de masas para determinar cual de los componentes de
dicho extracto es responsable de la actividad biolégica demostrada en este trabajo. El impacto socio-
econdmico de este proyecto de investigacion podria ser importante, considerando que en Argentina aun
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no se han realizado estudios similares empleando compuestos naturales derivados de hongos medicinales
para el tratamiento del cancer. Los efectos benéficos de Maitake, de comprobarse, podrian ser de gran
utilidad para el tratamiento de pacientes con cancer que se encuentren bajo quimioterapia o radiacion.
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INTRODUCCION

Incidencia del Cancer de mama

Hoy en dia, el cancer de mama es el segundo tipo mas frecuente de cancer en el mundo y el que tiene
mayor incidencia en la poblaciéon femenina mundial. Es también la principal causa de muerte por cancer
en mujeres [1]. Afecta principalmente a mujeres de alrededor de 50 afos de edad; raramente se presenta
antes de los 30 afios [2]. En las ultimas décadas, se ha observado un incremento en la incidencia de
cancer de mama a nivel mundial, en todas las edades.

Tratamiento del cancer de mama

El tratamiento del cancer de mama debe ser abordado con una vision integral del paciente, por lo que
se requiere un equipo multidisciplinario para llevarlo a cabo [2]. Las modalidades terapéuticas incluyen
cirugia, quimioterapia, radioterapia y hormonoterapia. Para la eleccion del tratamiento adecuado deben
tenerse en cuenta diversos factores, tales como el estadio y tamafo del tumor, tipo y grado histolégico,
estado ganglionar, niveles de receptores de estrogeno y progesterona en el tejido tumoral, de HER2
(un receptor de la familia del EGF o “Epidermal Growth Factor”), condiciones clinicas y hormonales del
paciente [2-4].

Para tumores sin metastasis y localizados suele utilizarse cirugia (tumorectomia o mastectomia). En
estos casos, la cirugia va generalmente acompafada de un tratamiento de quimioterapia, hormonotera-
pia o radioterapia adyuvante, a fin de disminuir el riesgo de desarrollar recurrencias [3]. La radioterapia
emplea radiaciones de alta energia emitidas de forma externa o directamente en el tumor para eliminar
las células cancerosas [5]. En la hormonoterapia se bloquea la accion de hormonas o se reducen sus
niveles, impidiendo el crecimiento de las células. La quimioterapia, generalmente sistémica, es el trata-
miento mas empleado en combinacidn con la cirugia. Interrumpe el crecimiento de las células cancerosas
y causa su muerte. Las drogas de quimioterapia mas empleadas son la Ciclofosfamida, el Metotrexato
y la Doxorrubicina.

Cuando se trata de una enfermedad metastasica, el tratamiento persigue fines paliativos. Tiene por
objeto mejorar la calidad de vida del paciente y prolongarla. La tasa media de supervivencia es baja en
general, aunque algunas mujeres pueden sobrevivir por mas tiempo [3]. El tratamiento suele dividirse
en quimioterapia estandar y terapia dirigida [6]. La radioterapia y/o la cirugia sélo se utilizan en casos
muy concretos, cuando existe una metastasis dolorosa o problemas locales de dolor o hemorragia en la
mama. Las terapias dirigidas incluyen hormonoterapia, terapia inmunoldgica y terapia anti-angiogénica [6].

La hormonoterapia tiene como objetivo bloquear el receptor de estrogenos (ER) o reducir los niveles
de estrégenos inhibiendo la enzima aromatasa, encargada de convertir los androgenos adrenales en
estrogenos endogenos. Esta es la Unica fuente de estrogenos en las mujeres post-menopausicas [7]. Por
ejemplo, el tamoxifeno bloquea el ER. Entre los inhibidores de aromatasa se hallan las drogas letrozole,
anastrozole y exemestane [8].

En aquellas pacientes que tienen tumores que sobre-expresan HER2 se emplea Trastuzumab, un
anticuerpo monoclonal que se une selectivamente HER2 y bloquea la proliferacion de los tumores que
sobre-expresan HER2 [7]. Este anticuerpo suele utilizarse en combinacién con quimioterapia. Por otro
lado, Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado derivado del VEGF (“vascular endotelial
growth factor”) murino; inhibe la proliferacion del endotelio y priva a las células tumorales del suministro
de vasos sanguineos [9, 10].

Aunque la supervivencia de los pacientes ha aumentado gracias a las nuevas terapias, los tumores
presentan con frecuencia mecanismos de resistencia a la quimioterapia. La resistencia a multiples farmacos
se presenta en el 30% de los pacientes tratados con agentes antineoplasicos. Se cree que se debe a la
sobreexpresién de proteinas del tipo transportadores ABC en la membrana de células cancerosas. Estas
proteinas actuan como bombas expulsoras de las drogas, dependientes de ATP [11]. Por este motivo,
sumado a los numerosos efectos adversos que tiene el tratamiento, se buscan con insistencia alternativas
mas benévolas y efectivas para el tratamiento.
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Quimioterapia

El término quimioterapia hace referencia a un tratamiento médico basado en la administracion de
sustancias quimicas. Sin embargo, suele utilizarse con mas frecuencia para las drogas empleadas en el
tratamiento de las enfermedades neoplasicas a fin de impedir el crecimiento de las células cancerosas,
ya sea eliminandolas o deteniendo su division [5].

La quimioterapia se utiliza con distintos fines: curar el cancer; impedir que el cancer se propague al
eliminar las células enfermas que alcanzaron otros 6rganos; o eliminar los sintomas para mejorar la cali-
dad de vida del paciente, cuando la cura no es posible [12]. Muchas veces se emplea luego de la cirugia
para evitar el crecimiento de restos tumorales o evitar la metastasis.

La quimioterapia tiene diversos blancos como acidos nucleicos y proteinas o procesos celulares, como
la divisién celular. Actua aprovechando la mayor sensibilidad al tratamiento que tienen las células que se
dividen rapidamente, por lo que no solo afecta a las células cancerosas sino también a células normales
en divisién activa, como las células en la médula ésea, tracto digestivo y foliculo piloso [13]. Esto explica
algunos de los efectos secundarios comunes como son la mielosupresioén, la mucositis y la alopecia [14-
16]. Como ya se menciond, otra limitacion, ademas de la escasa especificidad de la quimioterapia, es la
adquisicion de resistencia a las drogas por las células a medida que progresa el tratamiento y el tumor
se va adaptando.

Doxorrubicina

La Doxorrubicina es un antibiético de la familia de las antraciclinas, citotéxico, utilizado como quimio-
terapéutico en el tratamiento de distintos tipos de cancer, entre ellos el de mama. Fue aislado de una
mutante de Streptomyces peucetius [17, 18]. Tiene un espectro mas amplio y mayor eficiencia contra los
tumores que su antecesor, la adriamicina. Se metaboliza predominantemente en el higado a doxorubicinol
y varios metabolitos citotoxicos [19]. La Doxorrubicina esta compuesta por un grupo cromoforo tetracicli-
co, la aglicona, asociado a un azucar, la daunosamina (Figura 1). Inhibe la multiplicacion de las células
tumorales mediante dos mecanismos que llevan a la disrupcion del ADN [12, 17]:

1. El croméforo se intercala entre pares de bases adyacentes de la doble hélice de ADN (forma
complejos), especialmente en las zonas ricas en GC. El azlcar se asocia con las desoxirribosas-
fosfato nucleares. La torsion de la doble hélice del ADN generada impide la replicacion del ADN y
su transcripcion.

2. Inhibe la actividad de la topoisomerasa Il, enzima que permite la escision-reparacion temporal de
la doble cadena de ADN, esencial para la replicacion. Se ha propuesto que la formacién de un
complejo ternario droga-topoisomerasa II-ADN estabiliza la unién ADN-topoisomerasa |l de tal
forma que el ADN es clivado [20, 21].

La formacion de radicales libres también participa de la ruptura del ADN y en la peroxidacion de lipidos

celulares. Se alteran las membranas celulares y se activa la proteina quinasa C, que participa induciendo
apoptosis [22].

OH

9] OH o

Figura 1: Estructura quimica de la Doxorrubicina.
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Como toda droga quimioterapéutica, la Doxorrubicina posee efectos secundarios adversos, de los cuales
el mas importante es su efecto cardiotéxico dosis dependiente [17, 23, 24]. Su toxicidad esta relacionada
con la liberacion de radicales libres, responsables del estrés oxidativo que provoca la peroxidacion de
los lipidos de membrana y dafio a proteinas, carbohidratos y ADN, entre otros efectos perjudiciales [25].

Las reacciones adversas mas frecuentes incluyen [17]: mielosupresién con leucopenia, anemia aplasica,
trombocitopenia, cambios electrocardiograficos agudos y transitorios, arritmias cardiacas, insuficiencia
ventricular izquierda, cardiotoxicidad cronica relacionada con la dosis arritmias agudas, alopecia comple-
ta, amenorrea, oleadas de calor, oligospermia, azoospermia, emesis relacionada con la dosis, anorexia,
diarrea, mucositis, estomatitis, esofagitis, ulceracion y necrosis intestinal y coloracion roja de las orinas
hasta dos dias después de la administracion de la droga.

Ciclofosfamida

La Ciclofosfamida es un agente alquilante del grupo de oxazoforinas, con actividades citotéxica e
inmunosupresora [21, 26]. Inhibe la multiplicacién de las células tumorales, pero también puede actuar
sobre a células sanguineas, produciendo efectos adversos. Se considera que los agentes alquilantes
ejercen su actividad inmunosupresora inhibiendo la replicacion del ADN nuclear. Sustituyen un atomo de
hidrégeno por un grupo alquilo, preferentemente en el nitrégeno 7 de la guanina. Se bloquean de esta
forma la replicacion del ADN y su transcripciéon, conduciendo a la muerte celular [12, 26].

Cl
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Figura 2: Estructura quimica de la Ciclofosfamida.

La Ciclofosfamida es un compuesto ciclico, que consiste en un anillo de fosforamida con dos grupos
cloroetil [27] (Figura 2). Es activada por oxidasas hepaticas; los metabolitos, de los cuales el principal es
la mostaza fosforamida, se dirigen a las células neoplasicas por la sangre [27]. No se conoce con certeza
la base de la especificidad y selectividad de la Ciclofosfamida para las células cancerosas. Una hipétesis
sugiere que las células normales contienen un mayor nivel de enzimas oxidativas, responsables de la
detoxificacion de los metabolitos de la Ciclofosfamida, que las células cancerosas [26, 27].

La Ciclofosfamida es un carcinégeno, que puede producir tumores secundarios [27]. Se ha demostrado
que en las células somaticas produce mutaciones genéticas, aberraciones cromosémicas, micronucleos
e intercambios entre las cromatides hermanas. En células germinales, se ha visto que la Ciclofosfamida
induce dafio genético, aberraciones estructurales y numéricas en los cromosomas durante la meiosis y
eleva la frecuencia de micronucleos de las espermatides.

Los efectos adversos de la Ciclofosfamida son mas frecuentes si se administra mediante un tratamien-
to prolongado; la mayoria son reversibles si se detectan tempranamente. Las reacciones adversas mas
frecuentes son [26]: neoplasias secundarias: (de vejiga, mieloproliferativas o linfoproliferativas) al usarlo
solo o con otros antineoplasicos o radioterapia, a veces afios después del tratamiento; alérgicas/derma-
tolégicas (alopecia, erupciones exantematicas, hiperpigmentacion cutanea); cardiovasculares (raramente,
necrosis cardiaca hemorragica, hemorragia transmural, vasculitis coronaria con dosis masivas); digestivas
(nauseas, vomitos, dolor abdominal, pérdida de apetito, diarrea, estomatitis); vesicales (cistitis hemorragica
aguda, se cree que debido al efecto directo de metabolitos téxicos en la orina); hepatobiliares (raramente,
ictericia); respiratorias (ocasionalmente neumonitis, fibrosis pulmonar, en tratamientos prolongados con
dosis altas); hematoldgicas (mielosupresion debido a la inhibicion de las poblaciones celulares de rapida
division, leucopenia, anemia, trombopenia), gonadales (azoospermia y amenorrea. En hombres produce,
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aplasia de las células de Sertoli y pérdida del revestimiento de epitelio de los tubulos seminiferos. En
mujeres, atrofia ovarica, fibrosis y ausencia completa de estructuras foliculares).

Hongos comestibles y medicinales

Los hongos difieren de las especies de los reinos plantae ni animalia, por lo que se los clasifica
dentro de un reino propio, el reino fungi. En Asia, los hongos se han consumido tradicionalmente por
sus propiedades nutricionales y medicinales, siendo descriptos ya desde el 2700 a.C. [28]. Se cree que
solamente se conoce un 10% de las 140.000 especies de hongos estimadas sobre la Tierra. Se estima,
ademas, que solamente el 5% de estas especies presentan propiedades farmacoldgicas conocidas [29].
La produccion por los hongos de metabolitos biolégicamente activos constituye un campo de estudio muy
amplio y prometedor, que hasta hoy ha sido escasamente estudiado. Entre sus metabolitos se hallan
agentes antifungicos, antimicrobianos, antivirales y citostaticos y enzimas reguladoras de crecimiento
[30, 31]. También algunos hongos producen sustancias cancerigenas, como las aflatoxinas [32, 33]. En
la medicina tradicional oriental se han empleado por miles de afios hongos medicinales como Grifola
frondosa (Maitake), Ganoderma lucidum (Reishi), Inonotus obliquus (Chaga), Lentinus edodes (Shiitake),
entre otros [29]. En cambio, en Occidente su aceptacién es menos frecuente, a causa del posible riesgo
de adquirir enfermedades y de su posible toxicidad [34, 35].

Los B glucanos estan presentes en la pared celular de hongos, levaduras, cereales y bacterias. Los
presentes en hongos son polisacaridos que poseen una cadena lineal central de D-glucosa unida por en-
laces 3-1,3 con ramificaciones laterales de glucosa -1,6, de distintos tamafios (Figura 3). Los 3-glucanos
ejercen efectos sobre el sistema inmune
estimulando la actividad fagocitica, activan-
do leucocitos e induciendo la produccion
de diversas citoquinas, lo cual les podria
conferir su actividad antitumoral [36, 37]. Se
ha demostrado que la administracion oral
de extractos de B-glucanos derivados del
hongo medicinal Grifola frondosa (Maitake)
podria estimular la hematopoyesis y la re-
cuperacion post-tratamiento con paclitaxel
en modelos animales [38]. En particular
los B-glucanos actuan sobre una variedad
de receptores relacionados con el sistema
inmune, particularmente actian sobre Dec-
& . tina-1y CR3, los cuales disparan un amplio
espectro de respuestas inmunes [39]. Las
células inmunes blanco de B-glucanos
son macrofagos, neutréfilos, monocitos,
células NK y células dendriticas [39]. Las
funciones inmunomoduladoras inducidas
™ por B-glucanos involucran una respuesta

1.6 BRAMNCH innata y una respuesta inmune adaptativa.
Sin embargo, los mecanismos exactos de
activacion del sistema inmune mediado
por los B-glucanos aun no se conocen y
deben ser definidos. En un protocolo clinico
prospectivo empleando 23 pacientes con

cancer de mama se ha demostrado que la
Figura 3: Estructura quimica de los beta 1,3 y beta 1,6 glucanos.  gdministracion oral de B-glucanos (B 1,3y
Figura tomada de Chan, G.C., W.K. Chan, and D.M. Sze, The effects . . . ‘.
. 1,6 glucanos) logré estimular la proliferacion
of beta-glucan on human immune and cancer cells. J Hematol Oncol, . ., . L
2009. 2: p. 25. Utilizada con autorizacion del titular de los derechos. Y @ctivacion de monocitos de sangre perife-
rica comparado con los controles sin tratar
[36]. No obstante, auin es incierta la exactitud de los beneficios clinicos de estos resultados e incluso han

sido cuestionados [39].

HO
HEHA
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En el presente trabajo estudiamos los efectos de la Fraccion D de Maitake en la prevencién vy el tra-
tamiento de la carcinogénesis mamaria en ratones. Maitake es un hongo comestible y medicinal. Su ex-
tractos, poseen B-glucanos con distinto grado de purificacion y presentan propiedades antitumorales [40].

Hongo Maitake (Grifola frondosa)

Grifola frondosa, también conocido como Maitake, es un hongo basidiomicete perteneciente a la fa-
milia Meripilaceae del orden Polyporal (Figura 4). Es originario del norte de Japon. Hoy se encuentra en
los bosques templados del norte de Asia, Europa y al este de Norteamérica, donde parasita coniferas,
robles, olmos, caquis y otros arboles. Forma una masa pesada de hasta 20 kg. Presenta basidiocarpos
ramificados anuales de 40-50 cm de ancho hasta 1 m de diametro [28, 41].

Figura 4: Grifola frondosa. Fotografia tomada de la pagina web
www.medicalmushrooms.net. Utilizada con autorizacién del titular de los derechos.

Con respecto a las propiedades nutricionales de este hongo, los ejemplares frescos de los cuerpos
fructiferos constan de un 80% de agua. El 22-27% de su peso seco son proteinas, el 50-60% hidratos de
carbono y el 4% grasas. Posee vitaminas B1, B2, B6, niacina, &cido félico, vitamina C y vitamina D. Los
minerales que se encuentran en mayor proporcion son potasio, fésforo y magnesio, seguidos del zinc,
sodio, hierro y calcio. Trehalosa, glucosa y manitol son los azucares libres que posee. Durante la forma-
cién del cuerpo fructifero contiene los acidos organicos piroglutamico, lactico, acético, formico, malico,
citrico, succinico, oxalico y fumarico [28, 42, 43].

A principios de la década de los ‘80, el micdlogo japonés Hiroaki Nanba estudiaba varios hongos
medicinales. Llegé a la conclusién de que los polisacéridos de Maitake tenian una estructura unica y su
actividad antitumoral era la mas poderosa. En 1984 identific6 una fraccion del micelio y el cuerpo fructifero
de Grifola frondosa que presentaba la mayor actividad antitumoral y tenia un importante efecto inmunomo-
dulador al ser administrado tanto por inyeccion como en forma oral [40]. La posibilidad de administracion
oral es una gran ventaja con respecto a los extractos de otros hongos que actuaban 6ptimamente al ser
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inyectados. Dicha fraccion se denominé Fraccion D [41]. En la década de 1990 Nanba y Kubo realizaron
una mayor purificacion y llegaron a la fraccién MD, mas bioactiva [41].

La Fraccion D de Maitake, insoluble en &cido, soluble en base y extraible en agua caliente, esta cons-
tituida por una mezcla de polisacaridos con una cadena principal de 3-(1-6)-glucano con ramificaciones
de 3-(1,3)-glucano y proteinas, con un peso molecular de aproximadamente 1.000.000 Da [40].

Ademas de la actividad antitumoral, a la Fraccién D de Maitake se le atribuyen otros efectos terapeuticos
entre los que podemos mencionar: antifungico [44], antibacteriano y antiparasitico [44], antiviral (contra
virus de la gripe, HIV y hepatitis B) [44-47], anti-hipertensivo [45, 46, 48], anti-colesterolémico [45, 46],
anti-hepatitis [42, 44, 46], protector hepéatico [44], anti-diabetes [45, 46], anti-sindrome de fatiga crénica
[46], anti-osteoporosis [46], anti-enfermedad de Alzheimer [46], anti-obesidad [45, 46], anti-estrefiimiento
[46], anti-artritis reumatoide [46], actividad antioxidante [42] y control de candidiasis vaginal [42]. Esta
variedad de efectos sugiere que estas fracciones de Maitake podrian contener diversos principios activos,
aparte de los 3-glucanos. Por otro lado, no se conoce ningun efecto toxico del Maitake. Ha sido consu-
mido en Oriente, especialmente en Japdn, desde hace cientos de afios y se ha usado en la medicina
tradicional china. La seguridad en el consumo ha sido confirmada por el Consumer Product Testing Co.
(New Jersey, USA) [28, 49].

Maitake y cancer

Hoy en dia, dadas las limitaciones de las terapias convencionales para reducir la tasa de mortalidad
por cancer, se focalizan muchos esfuerzos en la prevencion de la carcinogénesis. Las células cancero-
sas se desarrollan a partir de células normales que crecen anormalmente y se convierten en malignas,
por lo que es dificil que una droga que pretende prevenir la carcinogénesis o inhibir el crecimiento de
células tumorales, no afecte también a las células normales. En este contexto, ha ganado protagonismo
el empleo de inmunopotenciadores, inmunoiniciadores o modificadores de la respuesta bioldgica (BRM),
capaces de estimular las células inmunes que pueden identificar a las células tumorales como extranas,
eliminarlas y prevenir la carcinogénesis [22].

Los B-glucanos son BRM que, a diferencia de los quimioterapéuticos convencionales, activarian o
reforzarian el sistema inmune del hospedador, contribuyendo a eliminar o inhibir el crecimiento tumoral.
Se ha demostrado que las fracciones obtenidas a partir de Maitake pueden combatir el cancer enlen-
teciendo o deteniendo el crecimiento tumoral; y previniendo la metastasis [41]. Por otra parte, podrian
disminuir los efectos secundarios de la quimioterapia, tales como la pérdida de cabello, dolor y nduseas,
y potenciar sus efectos positivos [50].

Como se menciond, se ha visto actividad anti-tumoral asociada a la Fraccién D de Maitake. Dicha
actividad podria ejercerse de diversas formas. La Fraccién D de Maitake suprimiria indirectamente el
crecimiento tumoral gracias a un posible efecto inmunomodulador. Tiene capacidad para estimular células
presentadoras de antigenos (APC), como células dendriticas y macrofagos, linfocitos T helper, células
NK'y linfocitos T citotéxicos que pueden atacar a las células tumorales [49, 51]. Activa directamente estas
células del sistema inmune, pero ademas aumenta su eficiencia incrementando los niveles de IL-1 (que
lleva a la activacion de linfocitos T citotdxicos), IL-2 y linfoquinas. Asimismo, se ha demostrado un efecto
antitumoral directo de estos extractos sobre células de cancer al inducir en éstas apoptosis [52-55], aunque
este efecto podria deberse a otras sustancias presentes en los extractos, como peréxido de ergosterol [56].

Rol de Maitake en la inmunomodulacion

Los B-glucanos son una de las formas mas abundantes de polisacéridos halladas en la pared celular
de bacterias y hongos [39]. Es sabido que varios 3-glucanos son potentes estimuladores inmunolégicos
en mamiferos. Esto se debe a que, al no ser sintetizados por el organismo, son reconocidos como mo-
Iéculas extranas por el sistema inmune, induciendo una respuesta inmune tanto innata como adaptativa.
Los B—glucanos consisten en una columna lineal de D-glucosa elongada por la posicién -1,3 con ramifi-
caciones laterales 3-1,6 y en una columna lineal 3-1,6 con ramificaciones laterales 3-1,3 (Figura 3). Se ha
asociado un mayor grado de complejidad estructural con efectos inmunomoduladores y anti-cancerigenos
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mas potentes. Se cree que cuanto mayor sea el grado de ramificacion, mayor sera la probabilidad de
activar un mayor numero de células inmunes [57]. Se conoce que el peso molecular y la columna central
B-1,3 son esenciales para obtener los efectos de interés y que las ramificaciones 3-1,6 los incrementan.
Se sabe también que los B—glucanos solubles poseen la inmunoestimulacion mas poderosa, ademas de
que estan disponibles para su absorcion cuando se administran por via oral [58].

Los B-glucanos presentes en otros hongos medicinales difieren de los del Maitake porque tienen sdlo
una cadena principal 1,3 con ramificaciones 1,6. Los de Maitake, en cambio, poseen una unica y compleja
estructura con una cadena principal con alto grado de ramificaciones 1,3 y una cadena principal 1,3 con
ramificaciones 1,6 [41]. El elevado peso molecular de la Fraccion D de Maitake también contribuye a sus
efectos inmunomoduladores al aumentar muchas actividades inmunolégicas [41, 43].

Efectos de extractos de Maitake sobre el sistema inmune innato

La inmunidad innata, especialmente por la accion de las células natural killer (NK), es el principal
arma de inmunovigilancia contra el desarrollo tumoral. Entre los componentes de la inmunidad innata se
encuentran los macréfagos, que atacan células muertas y patégenos intracelulares; las células NK, que
lisan las células tumorales y las infectadas por virus; los neutréfilos, que atacan bacterias piégenas; y
los eosindfilos, responsables de la muerte de ciertos parasitos. En el inicio y regulacién de la respuesta
inmune innata por B-glucanos esta involucrado el receptor proteico Dectina-1. Cuando reconoce los 3-1,3
y R-1,6 glucanos, dispara una respuesta inmune que incluye fagocitosis y liberacion de citocinas, como
interleuquina (IL)-12, IL-16, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e IL-10 [22, 59].

Los macrofagos y los granulocitos neutréfilos reconocen a los microbios mediante toll-like receptors
(TLR) y los fagocitan. Como consecuencia se activan varias enzimas, incluyendo oxidasas y sintetasa
oxido nitrico inducible (iNOS), que generan intermediarios reactivos de oxigeno bactericidas y éxido ni-
trico (NO), que matan al microbio fagocitado [60]. Una vez activados, los macréfagos secretan citoquinas
y quimioquinas (IL-1, IL-6, TNFa, IL-10 e IL-12) que activan nuevos macrofagos, células T, neutréfilos y
células natural killer (NK). Las células T y NK producen luego interferon (IFN)-y que refuerza la activacion
de los macrofagos.

Distintos estudios han reportado que la administracion intraperitoneal de la Fracciéon D en ratones
sanos lleva al aumento de la activacién de macréfagos y produccion de numerosas citoquinas [59, 61,
62]. Recientemente se demostré que la Fraccién MD de Maitake aumentaba la produccién de factor
estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) por macrofagos, aumentando su prolife-
racion y la produccion de TNF-a mediada por dectina-1 [59]. Ademas, se demostré que la administracion
conjunta de Maitake con el carcinégeno N-butil-N’-butanolnitrosoamina (BBN) permite mantener en nivel
normal la actividad quimiotactica de los macréfagos, mientras que ésta es suprimida cuando los ratones
son tratados unicamente con BBN [63].

Las células NK detectan cambios existentes en la superficie de células tumorales y células infecta-
das por ciertos virus y bacterias. Lisan a la célula target y producen citoquinas como IFN-y y factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) que modulan respuestas inmunes naturales y especificas. Las células NK
destruyen muchos tipos de células tumorales, especialmente aquellas que presentan una reduccion de
la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad tipo | (CMH 1) pero que expresan ligandos para
los receptores activadores de las células NK. Las NK también responden a la falta de moléculas CMH |,
cuyo reconocimiento proporciona sefales inhibidoras. La capacidad tumoricida de los NK es potenciada
por ciertas citoquinas como interferones e interleuquinas 2 y 12 [64].

Se ha reportado que la Fraccion D de Maitake estimula a las células NK in vitro e in vivo [49, 65, 66].
Se demostrd en ratones que el tratamiento con la Fraccion D incrementa los niveles de IFN-y y TNF-q,
que aumentan la activacion de las células NK [49, 67]. Se vio que los macréfagos tratados con Fraccion
D elevaban la liberacién de IL-12, implicada en la activacién de NK al incrementar la union de perforinas
sobre la célula target, aumentando asi la lisis de las células tumorales [49, 67]. La estimulacion de la
activacion de las células NK por la Fraccion D fue confirmada mediante la evaluacion de la expresién de
CD69, marcador de activacion de NK, sobre la superficie de las células NK de ratones tratados [66]. Mas
adelante se vio, en estudios clinicos, que la administraciéon de la Fraccién D estimulaba y mantenia en

15



Tesinas Efecto de la Fraccion D del hongo Grifola frondosa (Maitake), rica en beta-glucanos, sobre la carcinogénesis mamaria

el rango normal la actividad de las células NK en sangre periférica de pacientes con cancer [51], aunque
esto no demuestra que hayan tenido algun efecto beneficioso sobre el tumor o la sobrevida. Por otra
parte, la validez de estos estudios clinicos ha sido muy cuestionada [39, 68].

Efectos de Maitake sobre el sistema inmune adaptativo

Los linfocitos B (LB) y T (LT) son los actores principales de la respuesta inmune adaptativa, especifi-
ca o adquirida. Poseen la capacidad de reconocer distintos determinantes antigénicos y de distinguirlos
especificamente. Ha sido demostrado que la administracion intraperitoneal de Fraccién D de Maitake a
ratones portadores de tumores disminuye la expresién del marcador de activacién CD69 sobre células
B, mientras que incrementa su expresion en LT aislados de ganglios linfaticos inguinales [69]. Estos re-
sultados muestran que la Fraccion D inhibe la activacion de LB productores de anticuerpos, pero activa
LT, lo que podria estimular la inmunidad celular.

Dentro de la poblacion linfocitaria T se encuentran los T helper (Th) y los T citotoxicos (Tc). Las células
Th (CD4+) interactuan con los otros linfocitos para ayudarlos a dividirse y diferenciarse. Llevan a cabo
sus funciones mediante la liberacién de citoquinas solubles y/o por la interaccion directa célula-célula.
La funcidn de las células Tc (CD8+), efectoras de la inmunidad celular, es destruir células que han sido
infectadas por patdgenos. Son también las encargadas de destruir las células tumorales.

Las células Th se clasifican segun el tipo de citoquinas que producen. Al mismo tiempo, las citoquinas
presentes en el microambiente son las que promueven la diferenciacion de las células T hacia Th1 o Th2.
Las células Th1 producen IL-2, IFN-y y TNF-3 que activan a las células Tc e inducen la inmunidad celular,
principalmente ante infecciones intracelulares. Los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13
que activan la inmunidad humoral con la consiguiente produccion de anticuerpos, principalmente frente
a infecciones extracelulares [69].

El tipo de respuesta inmune que se estimula depende de la proporcién de Th1 y Th2 [70]. Este sis-
tema de control se ve afectado también por la produccion de IFN, IL-1B, IL-12 e IL-18 por las células
presentadoras de antigeno (APC) [69]. La IL-12p70 induce la diferenciacion a células Th-1, resultando en
la produccién de IFN, que induce la respuesta Th-1 dominante. La IL-12 activa macrofagos y células NK
mediante la promocién de la respuesta inmune por Th-1. La IL-18, también conocida como factor inductor
de IFN- y (IGIF), coopera con IL-12 para promover la produccion de IFN-y por las células T y B y mejora
las funciones de las células Th-1, asi como la expresion del ligando Fas [71, 72].

Muchos desdrdenes inmunes pueden atribuirse a un desbalance en la proporcion de linfocitos Th1 y
Th2 [69]. Con el desarrollo del cancer, se produce una marcada desregulacién en el balance Th1/Th2.
La respuesta de tipo Th2 adquiere un papel preponderante mientras que se va perdiendo la respuesta
inmune Th1 en forma progresiva. La restauracién del correcto balance es esencial en el tratamiento de
los tumores generados cuando la inmunidad celular se ve afectada por factores inmunosupresores.

Se ha estudiado la influencia de la Fraccion D sobre el balance Th1/Th2 en ratones portadores de
tumores y se ha concluido que polariza la respuesta T helper hacia Th1 ante el fuerte desarrollo de la
respuesta Th-2 debida al carcinoma. La polarizacion se produce a través del aumento de la liberacién de
determinadas citoquinas por las células presentadoras de antigeno (APC) y la disminucion de la libera-
cion de otras citoquinas [69, 70]. Aumenta significativamente la liberacion por células del bazo y de los
ganglios linfaticos inguinales de IL-12 12p70 (interleuquina de mayor importancia para la activacion de
Th1) e IL-18, involucradas en la activacion de células Th1 [69, 73]. La administracién de Maitake conlleva
también un aumento en la expresién de IFN-y en las células CD4+ y en las APC [70, 73]. Por otro lado,
con la administracion de la Fraccion D de Maitake descienden la expresion de IL-4 y la liberacion de IL-13
por los macréfagos, lo cual indica que la Fraccién D inhibe la estimulacion de las células Th-2 [69, 70].

Rol de Maitake en la apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada se diferencia de la necrosis por ser un proceso activo, or-
ganizado, disparado ante determinadas senales quimicas o biolégicas. Como resultado, mueren sélo las
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células programadas para morir, sin dafar a las células adyacentes. En cambio, en la necrosis, proceso
pasivo y desorganizado, las células vecinas e incluso las lejanas sufren inflamacién debido a la liberacion
de material citotoxico de las células que mueren. La necrosis esta mediada por factores extracelulares
como drogas y otros agentes, como quemaduras, golpes, radiacion o microbios [74].

Se ha visto que la Fraccion D de Maitake induce apoptosis en células de canceres de préstata [52],
gastrico [53], renal [54] y de mama [55]. Al tratar células de cancer de mama con la Fraccién D, disminuyd
la viabilidad celular y se incremento la apoptosis en forma dosis-dependiente; se observé asimismo un
aumento en la expresion de BAK-1 y citocromo ¢, ambas proteinas involucradas en la via apoptética [55].
Sin embargo, se ha sugerido que los efectos apoptdéticos de los extractos que contienen 3-glucanos podrian
deberse a compuestos presentes en forma minoritaria [39], como por ejemplo epdxido de ergosterol [56].

Efecto de Maitake en la angiogénesis

La angiogénesis, es decir la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes,
es un proceso complejo que involucra la proliferacion y migracion de células endoteliales, degradacion
de la matriz extracelular, sintesis de una nueva membrana basal y la formacion de un vaso [75]. En la
angiogénesis fisioldgica, el proceso esta finamente regulado por estimuladores e inhibidores. Ocurre es-
casamente en los adultos, con excepcion del ciclo menstrual femenino [76]. La angiogénesis patolégica,
como la que ocurre en el desarrollo tumoral, es un proceso anémalo y no regulado. Juega un rol critico
en el desarrollo, crecimiento y potencial metastasico del cancer [77]. Los vasos del tumor, formados en
este proceso descontrolado, son anormales en estructura y funcion. Esto impide la llegada normal de
oxigeno y se genera un medio hipdxico. Como resultado, se entra en un circulo vicioso pues se induce
mas angiogénesis que tampoco es productiva; el ambiente desfavorable probablemente lleva a las células
del tumor a escapar y diseminarse [78].

Uno de los més potentes factores estimuladores de la angiogénesis es el factor de crecimiento endo-
telial vascular (VEGF). EI VEGF se ve aumentado en los tejidos tumorales, donde induce que las células
endoteliales experimenten varias respuestas angiogénicas. Los efectos de VEGF en las células endo-
teliales estan mediados por el receptor de VEGF (VEGFR), en una via que incluye la fosforilacion de la
quinasa regulada por senales extracelulares (ERK), una molécula de sefalizacion que actua luego de la
activacion del VEGFR. EI VEGF también activa a la NADPH oxidasa presente en las células endoteliales
y resulta en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), algunas involucradas en la via de
transduccion de senal de VEGFR [79].

Existen evidencias de que un extracto acuoso de Maitake inhibe la angiogénesis inducida por VEGF in
vitro e in vivo [79]. Se ha propuesto que el mecanismo por el que ejerce dicha inhibicién incluye la supresion
de la produccién de ROS y la fosforilacién de las ERKs inducidas por VEGF en forma dosis-dependiente.
Por otro lado, se ha sugerido que el extracto podria contener algunos constituyentes antioxidantes, tales
como polifenoles [79].

Actividad anti-metastasica de Maitake

La inhibicidon de la metastasis es un punto clave para retrasar la progresion del cancer y prolongar la
sobrevida del paciente. Estudios en ratones han demostrado la capacidad de la Fraccién D de Maitake
de prevenir el desarrollo de la metastasis [80] y de activar al sistema inmune, lo que podria ayudar a
eliminar las células tumorales presentes en la circulacion sanguinea o linfatica. Se ha reportado que la
inhibicidon de la metastasis por Maitake correlaciona con un aumento de la produccién de IL-12 por las
APCs, la activacion de las células NK y la inhibicién de la expresion en las células endoteliales vasculares
de ICAM-1, molécula que permite la adhesion de las células tumorales [66].

Maitake y quimioterapia

Las drogas quimioterapéuticas, por su efecto en las células en division, ejercen un dafio dosis-depen-
diente a la médula 6sea suprimiendo la hematopoyesis. Esto lleva al desarrollo de anemia, linfopenia,
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trombocitopenia y granulocitopenia, lo cual eleva el riesgo de sufrir infecciones serias [81]. Contrarrestar
o evitar estos efectos estableceria un gran avance en la lucha contra el cancer, pues mejoraria la calidad
de vida e incrementaria la sobrevida de los pacientes.

Pacientes de cancer que recibieron Maitake combinado con quimioterapia mostraron mejoras de di-
versos efectos adversos de la quimioterapia como en la pérdida del cabello, nauseas, vomitos, pérdida
de peso y leucopenia. También se vio reducido el dolor [50]. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
los resultados clinicos son muy escasos y controversiales [39].

Estudios en ratones obtuvieron una mayor inhibiciéon del crecimiento tumoral combinando Maitake y
mitomicina-c, agente quimioterapéutico, que utilizando unicamente mitomicina-c [82]. Sugirieron ademas
que la Fraccion D de Maitake disminuia la dosis efectiva de mitomicina-c.

En otro estudio, la administracion de la Fraccion MD de Maitake a ratones normales conllevd a un
aumento de la actividad de células madre hematopoyéticas de médula ésea. Promovié asimismo la re-
cuperacién de la hematopoyesis de la médula 6sea luego del tratamiento con Doxorrubicina, uno de los
principales agentes quimioterapéuticos. In vitro, la Fraccion MD de Maitake disminuy6 el descenso de
viabilidad celular de células de médula ésea debido a la Doxorrubicina [81].

Otro trabajo demostrd que la fraccién MD de Maitake mejora el efecto terapéutico y reduce la mielo-
supresion y nefrotoxicidad del cisplatino [83]. Aumenté las actividades antitumoral y antimetastasica del
cisplatino en ratones y disminuyd la pérdida de peso corporal y la reduccion de células inmunocompetentes
como macrofagos, células dendriticas y NK por el cisplatino.

Sin embargo, la falta de pureza de los preparados de hongos y plantas y la escasez de ensayos clinicos
confiables ha sido discutida recientemente [39]. Por lo tanto, debe tenerse muy presente que todos los
trabajos mencionados deberan ser cuidadosamente verificados con los compuestos activos purificados
y en ensayos clinicos con muy buena base cientifica, algo que por el momento no se ha hecho [39].

Extractos de Maitake y expresion de genes relacionados con el fenotipo maligno

En un trabajo reciente [84] se ha reportado que la Fraccion D de Maitake modula significativamente
la expresion de genes especificos en células MCF-7. Entre los mas destacados, estimula la expresion
génica de SPARC, PTEN, IGFBP5 y CUL3, mientras que reduce la de ABCG2 (Figura 5).

SPARC (proteina secretada acidica y rica en cisteinas u osteonectina) es una glicoproteina extrace-
lular que une Ca?* y participa en la regulaciéon de la morfogénesis y diferenciacion celular mediante la
modulacién de interacciones entre la célula y la matriz extracelular [85, 86]. Sin embargo, su mecanismo
molecular exacto no esta claro [85, 87, 88]. Se ha relacionado su baja expresion con la resistencia a
la quimioterapia en cancer colorrectal [89]. Se ha reportado también una baja expresion de SPARC en
cancer de ovario avanzado [88]. Ademas, estudios con animales SPARC -/- demostraron que la pérdida
de SPARC favorece el crecimiento de tumores pancreéticos y pulmonares [85, 86]. Se ha visto también
que SPARC potencia la apoptosis en presencia de quimioterapia en cancer colorrectal por aumento de la
cascada de senalizaciéon dependiente de caspasa 8 [90]. Ademas, induce apoptosis en células de cancer
de ovario pero no en células normales [88], causa arresto del ciclo celular en fase G1 en células endo-
teliales [87, 91] y un retraso en la progresién G1/S en células de cancer colorrectal [89]. La induccién de
sobre-expresion de SPARC por la Fraccion D de Maitake sugiere que podria incrementar la sensibilidad
de células de cancer de mama a la quimioterapia [92].

PTEN es un gen supresor de tumores que regula negativamente la via oncogénica de phosphatidylino-
sitol-3-kinase (PI13K)/Akt y se encuentra mutado en multiples tipos de cancer [206, 207]. Se ha observado
que la expresion reducida de PTEN resulta en la activacion de la via PI3K/Akt, asociada a un fenotipo de
cancer de mama agresivo, con metastasis y con pobre prondstico [93, 94]. Ademas, se ha demostrado
que su expresion induce una marcada disminucion de la proliferacién celular debido al arresto del ciclo
celular en fase G1, lo cual es atribuido al incremento de p27/Kip1 y la localizacion nuclear de la ciclina
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D1 [93]. La modulacién positiva de la expresion génica de PTEN por el tratamiento con la Fracciéon D de
Maitake sugiere que podria inducir el arresto del ciclo celular por activacién de p27/Kip1 y quizas reducir
el fenotipo agresivo del cancer de mama (Figura 5) [92].

IGBFP5 pertenece a la familia de las “insulin-like growth factor (IGF)-binding proteins” (IGFBPs),
proteinas solubles cuya funcién principal es regular la disponibilidad de IGF en los fluidos del cuerpo y
en los tejidos, y modular la union de IGF a sus receptores. Juegan un papel clave en la regulacion de
la proliferacion, diferenciacion y apoptosis en diferentes sistemas de 6rganos. Se ha demostrado que
IGFBPS5 previene el crecimiento de células de cancer de mama humano in vitro € in vivo, causando un
arresto del ciclo celular en fase G2/M e induccién de apoptosis asociada al aumento de la expresién a
nivel de ARNm del factor pro-apoptético BAX y disminucion de la expresion del anti-apoptético BCL-2
[95]. El incremento de la expresion de IGFBP5 debido al tratamiento con Fraccion D de Maitake sugiere
que podria estar implicada en la inhibicién del crecimiento de células tumorales [92].

CUL3 (Cullin3) esta implicada en la ubiquitinacion y consecuente degradacién de proteinas blanco por
el proteosoma. Esta involucrada en el cambio de la ciclina E, frecuentemente sobre-expresada en tejidos
tumorales. Se ha demostrado que la simultanea pérdida de CUL3 y p53 en progenitores hepaticos con-
vierte a las células en células iniciadoras de tumores altamente malignos, que forman tumores largamente
indiferenciados en ratones nude. Mas aun, la pérdida de CUL3 y p53 llevé a la formacion de carcinomas
hepatocelulares primarios. Ademas, la pérdida de expresion de CUL3 fue detectada en una larga serie
de canceres humanos de higado y correlacionada directamente con la des-diferenciacion tumoral [96]. La
sobre-expresion de CUL3 por la Fraccion D de Maitake sugiere que podria actuar como potencial target
para el tratamiento y quimioprevencién del cancer de mama (Figura 5) [92].

ABCG2 (ATP-binding cassette transporter breast cancer resistance protein) esta implicada en la re-
sistencia a multiples drogas de los tumores ya que exporta hacia el exterior de la célula diversas drogas
citostaticas, utilizando la energia de hidrdlisis del ATP [97, 98]. La reduccién de la expresion de ABCG2
por la Fracciéon D de Maitake sugiere que el componente activo de esta fraccion podria ser de utilidad
cuando existe resistencia a multiples drogas en cancer de mama [92].
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Figura 5: Vias moleculares inducidas por la Fraccion D de Maitake en células tumorales de mama MCF-7. Las lineas
llenas rojas indican estimulacion, las lineas llenas verdes representan inhibicion y las lineas punteadas representan vias
moleculares que no fueron moduladas por Maitake o que no ocurren bajo el tratamiento con la Fraccion D. Figura tomada de
Alonso, E.N., Orozco, M, Nieto, A.E. and Balogh, G.A., Genes related to suppression of malignant phenotype induced by maitake
d-fraction in breast cancer cells. J.Med.Food, 2013. 16: p. 101-107.
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OBJETIVOS

Objetivo general

La hipétesis de trabajo de este proyecto es que la fraccion D de Maitake, rica en B-glucanos, puede tener
efectos inhibitorios en el inicio o en el desarrollo tumoral y es capaz de reducir la multiplicidad e incidencia
del tumor mamario a través de la activacion de genes relacionados con el bloqueo del fenotipo tumoral.

Objetivos especificos

Objetivo 1: Mediante la utilizacion de células tumorales mamarias murinas LM3 en cultivo, demostrar
el efecto de concentraciones crecientes de Maitake Pro4X sobre la muerte celular, comparado con el
efecto del tratamiento quimioterapico conjunto de Ciclofosfamida y Doxorrubicina a las 24, 48 y 72 horas.

Objetivo 2: Evaluar los efectos de dos extractos de Fraccion D del Maitake (producidos a partir del
hongo Grifola frondosa bajo procedimientos estandares por la compafia Mushroom Wisdom, Inc) en la
prevencion del cancer de mama, comparando tumorigenicidad, mortalidad y presencia o ausencia de
metastasis en higado y pulmén en ratones BALB/c.

Objetivo 3: Comparar los efectos de la Fraccion D del Maitake con los de quimioterapia (Doxorrubicina
+ Ciclofosfamida) en el tratamiento de ratones BALB/c con cancer de mama y determinar si existe un
efecto co-adyuvante entre Maitake y quimioterapia.

Objetivo 4: Evaluar los efectos de la Fraccion D Maitake en la expresion de los genes ABCG2 (“ATP-
Binding Cassette, Sub-Family G, Member 2”), CUL3 (“cullin 3”), IGFBP5 (“Insulin-Like Growth Factor Binding
Protein 5”), PTEN (“phosphatase and tensin homolog”) y SPARC (“secreted protein, acidic, cysteine-rich”),
que han sido relacionados con el proceso de carcinogénesis y con la malignidad de los tumores de mama.

METODOLOGIA EMPLEADA

Materiales
Fraccion D de Maitake

Grifron Maitake D Fraction (Maitake Products) (Maitake Standard) y Maitake D Fraction Pro4X (Mus-
hroom Wisdom Inc.) (Maitake Pro4X) son dos extractos de Fraccion D de Maitake producidos a partir del
hongo Grifola frondosa bajo procedimientos estandares realizados por la compafia Mushroom Wisdom,
Inc de New Jersey, USA (Mushroom Wisdom, Inc de New Jersey, USA).

El Maitake Pro4X presenta una concentraciéon de beta-glucanos 4 veces mayor que el Maitake Stan-
dard. El Maitake Pro4X posee 100 mg/ml de Fraccion D; el Maitake Standard, 25 mg/ml, ambos con un
30% de proteoglucano activo. Cabe aclarar que aun no se conoce la composicion quimica exacta de
estos productos,

Cultivos Celulares

Se utilizé la linea celular tumorigénica LM3 derivada de adenocarcinoma mamario metastasico de
ratones BALB/c [99]. Estas células murinas carecen de expresion de receptores de progesterona (PR)
y de estradiol (ER) [99]. Las células LM3 fueron proporcionadas gentilmente por la Dra. Elisa Bal del
Hospital Roffo de Buenos Aires. Fueron mantenidas con medio Minimum Essential Media (MEM) (GIB-
CO) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) a 37°C en atmdsfera controlada de 5% CO2/aire,
saturada de humedad.
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Animales

Los ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad (n=34) fueron endocriados en el Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Catdlica Argentina. Fueron mantenidos en
cajas especiales con atmosfera controlada y aire filtrado HEPA, a una temperatura de 22 °C y con ciclos
de 12 horas luz — 12 horas oscuridad, alimentados con una dieta especial para ratones y con disposicion
de agua ad libitum.

Efecto de Maitake o del tratamiento quimioterapico sobre la muerte
celular en células tumorales de mama

Tratamientos

Las células LM3 (Figura 6) fueron sembradas en placas de doce pocillos, con aproximadamente 1x10*
células/cm? e incubadas a 37°C en atmoésfera controlada de 5% CO,/aire, saturada de humedad.

Figura 6: Células tumorales murinas LM3 en cultivo.

Los tratamientos se realizaron por duplicado, tres dias de sembrar las células. Los efectos de los
productos estudiados sobre la viabilidad celular se evaluaron a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento. Las
concentraciones de drogas y los tiempos ensayados se indican a continuacion:

Placa 1: Maitake 24 hs.

Control: 0 pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.
36 pg/ml pug/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.
91 pg/ml pug/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.
183 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro X.
367 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro X.
734 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro X.

ok wh =
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Placa 2: Maitake 48 hs.

Control: 0 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.
36 ug/ml pyg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

91 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

183 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

367 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

734 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

ok wN =

Placa 3: Maitake 72 hs.

Control: 0 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.
36 pg/ml pyg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

91 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

183 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

367 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

734 pg/ml pg/ml B-glucanos de Maitake Pro4X.

ok wN =

Placa 4: Quimioterapia 24 hs.

Control: 0 yM Doxorrubicina + 0 yM Ciclofosfamida.
5 uM Doxorrubicina + 0,5 uM Ciclofosfamida.

10 uM Doxorrubicina + 1,0 uM Ciclofosfamida.

15 uM Doxorrubicina + 1,5 uM Ciclofosfamida.

20 uM Doxorrubicina + 2,0 yM Ciclofosfamida.

40 uM Doxorrubicina + 2,5 uM Ciclofosfamida.

ok wN =

Placa 5: Quimioterapia 48 hs.

Control: 0 yM Doxorrubicina + 0 yM Ciclofosfamida.
5 uM Doxorrubicina + 0,5 uM Ciclofosfamida.

10 uM Doxorrubicina + 1,0 uM Ciclofosfamida.

15 uM Doxorrubicina + 1,5 uM Ciclofosfamida.

20 uM Doxorrubicina + 2,0 uM Ciclofosfamida.

40 uM Doxorrubicina + 2,5 uM Ciclofosfamida.

ok wN =

Placa 6: Quimioterapia 72 hs.

1. Control: 0 yM Doxorrubicina + 0 uM Ciclofosfamida.
2. 5 uM Doxorrubicina + 0,5 uM Ciclofosfamida.

3. 10 yM Doxorrubicina + 1,0 yM Ciclofosfamida.

4. 15 yM Doxorrubicina + 1,5 uM Ciclofosfamida.

5. 20 pM Doxorrubicina + 2,0 yM Ciclofosfamida.

6. 40 uyM Doxorrubicina + 2,5 yM Ciclofosfamida.

Determinacion de la muerte celular

La muerte celular se determiné a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento segun el método descripto en la
literatura [100]. En flujo laminar (Class 2 A/B3 Biological Safety Cabinet. Forma Scientific), se levanté el
medio de cada pocillo con micropipeta y se colocé en tubos Falcon previamente rotulados. Se levantaron
las células de cada pocillo empleando 85 pl de tripsina 0,25% + EDTA 0,02% durante 10 minutos y luego
se agregé 1 ml de medio MEM + 10% de SFB para neutralizar la tripsina. Se transfirié la suspension
celular de cada pocillo al tubo Falcon correspondiente. Se centrifugé a 1,200 x g durante 5 minutos a tem-
peratura ambiente. Se aspird el sobrenadante y se resuspendio el pellet de cada tubo en 1 ml de medio
MEM + 10% de SFB. Luego de homogeneizar, se tomaron 10 pl de la suspensién celular y se agregaron
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10 pl de Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich) [101]. Se colocaron 10 pl de la mezcla en una camara de
Neubauer. Se trata de una placa de cristal, de unos 30 x 70 mm y unos 4 mm de grosor. Presenta dos
zonas de conteo, una superior y otra inferior al eje longitudinal de la camara (Figura 7).

camara superior

camara inferior ||

Figura 7: Fotografia de una camara de Neubauer (izquierda) y esquema de una zona de conteo (derecha). Figuras tomadas del
sitio web http://www.celeromics.com/es/. Utilizado con autorizacion del titular de los derechos.

Luego de colocar un cubreobjetos sobre la camara, se sembraron con micropipeta cada una de las
dos zonas de conteo con la suspension celular, cuidando de que no se generaran burbujas. Observando
al microscopio, se contaron las células tefidas de azul (muertas) e incoloras (vivas) por cada uno de los
cuatro cuadros de cada zona de recuento, recorriéndola en zig-zag como se indica en la siguiente figura:

Se calculé el porcentaje de muerte celular para cada uno de los tratamientos.

Estudio del efecto de la Fraccion D de Maitake sobre la prevencion de la
tumorigénesis mamaria en ratones.
Disefio experimental

La poblacion de estudio, compuesta por 20 ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad, fue
dividida en 3 grupos: un grupo control integrado por 5 ratones y dos grupos tratamiento de 7 ratones cada

uno. A los tratamientos, denominados “grupo 1” y “grupo 2”, se les administré diariamente por via intra-
peritoneal una dosis de 5 mg/kg peso de Grifron Maitake D Fraction (Maitake Standard) o de Maitake D
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Fraction Pro4X (Maitake Pro4X) respectivamente, durante 17 dias consecutivos. Los animales del grupo
control recibieron PBS por inyeccion intraperitoneal. Una vez finalizado el tratamiento, se indujo el pro-
ceso tumorigénico en los ratones de los tres grupos inyectando intraperitonealmente aproximadamente
3x105 células tumorales murinas LM3. Durante los siguientes 46 dias, se realizaron controles periddicos.
Finalmente, los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical. De cada uno de los ratones se aislo
el tejido mamario sano y afectado, asi como el higado y el pulmén para observar posibles metastasis. La
mitad del tejido mamario se conservo en formol 10% para evaluaciones histolégicas y la otra mitad en
nitrégeno liquido para futuros analisis de expresion génica. Higados y pulmones se conservaron en formol
al 10% (Cicarelli). En la Figura 8 se ilustra un esquema del tratamiento realizado en este experimento.

Grupo

Nlaitaks
Standard

Figura 8: Esquema que ilustra el estudio del efecto de la Fraccion D de Maitake sobre la
prevencion de la tumorigénesis mamaria en ratones.

Tratamiento de ratones con Maitake

La inyeccion intraperitoneal de Maitake en los ratones tratados, de PBS en los ratones control (Figura
9) y de células LM3 se llevo a cabo con jeringas de 1 mly agujas 30G. Con una mano se tomo al ratén por
la cola para sacarlo de la jaula y se lo coloco sobre la rejilla permitiéndole agarrarse a ella con las patas
delanteras. Con la mano libre se levanté al animal tomandolo por la piel detras del cuello con los dedos
indice y pulgar. Se volteo el ratén para exponer la zona abdominal y se limpié con algodén embebido en
etanol. Se insertd la aguja con el bisel mirando hacia arriba del lado derecho del animal para evitar el
bazo. Se inyectd la muestra y al retirar la aguja se presiond ligeramente la zona de inyeccion con algodén
embebido en etanol. Se devolvié el animal a la jaula.
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Figura 9: Inyeccion intraperitoneal de PBS.

Cuantificacion de células LM3 para inducir tumor mamario en ratones

La cuantificacion de células se llevo a cabo en Camara de Neubauer como se describié anteriormente
[100]. En flujo laminar previamente descontaminado con luz UV durante 15 minutos y con etanol 70%, se
aspiré el medio MEM de las placas con pipeta Pasteur conectada a vacio. Se afiadieron 1,5 ml de tripsi-
na por placa para despegar las células. Se agregaron 10 ml de medio MEM con 10% suero fetal bovino
(SFB) para inactivar la tripsina y resuspender las células. Se centrifugaron 10 minutos a 1,200 x g a 5°C.
Se descarto el sobrenadante aspirandolo con pipeta Pasteur conectada a vacio y el pellet de células se
resuspendio en 10 ml de medio. Se llevé a cabo un recuento celular en camara de Neubauer [100]. Se
calculé el promedio del numero de células entre los recuadros de cada una de las dos zonas de recuento
de la cdmara y el promedio entre dichas zonas:

A Promedio=52 5

= Fromedio=53

= Framedio=53 75
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Para determinar la concentracion celular, se aplicé la formula

M de celulas

Concentracian (cel/ml) =
wolumen (mb)

donde el numero de células corresponde al promedio para un cuadro (en este caso 58 células) y el volumen
es el de un cuadro (= 0,1 cm (lado) x 0,1 cm (lado) x 0,01 cm (profundidad) = 0,0001 cm?® = 0,0001 ml).

En nuestro caso:

55 célul
Cancentracién = SRS B x105calulas/ml~ B x 108 células/1OmL

00001 mL

La suspension celular se centrifugé 5 minutos a 1,200 x g y luego se aspir6 el sobrenadante. Se res-
uspendio el pellet de células en 2 ml de medio. Se alicuotaron 100 pl por microtubo (conteniendo 3x10°
células) para inyectar a cada ratén.

Observacion de tumorigénesis mamaria

Durante los 46 dias posteriores a la induccion del proceso tumorigénico, se llevaron a cabo controles
en forma periddica mediante palpacion en la zona abdominal y examinacion visual.

Sacrificio de los animales

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical, siguiendo las normas internacionales de
manejo de animales [102].

Confeccidén de tacos de parafina

Se procesaron los pulmones que estaban conservados en formol 10% (fijacion) para obtener tacos
de parafina, se procedio siguiendo el método descripto previamente [103]. Primero se procedi6 a la des-
hidratacion del tejido mediante pasajes por una serie de graduaciones crecientes de etanol: etanol 70%
durante toda la noche, etanol 95% (5% metanol) durante 1 hora y cuatro lavados con etanol absoluto
(Cicarelli) durante 1 hora, 1,5 horas, 1,5 horas y durante toda la noche. Luego, para su aclaramiento se
realizaron dos lavados con xileno (Cicarelli) de 1 hora cada uno. Para infiltrar con parafina se realizaron
dos pasajes por parafina (Paraplast X-tra) (McCormick Scientific) de 1 hora cada uno a 58 °C. Luego se
colocé el tejido en un molde metalico (Stainless Steel Base Mold) (Omnicell) con parafina derretida. Se
ubico el cassette de plastico (Histocell A Biopsy 30 Deg) (Omnicell) y se agregé mas parafina fundida. Se
dej6 enfriar y solidificar a temperatura ambiente. Finalmente se retir6 el molde.

Cortes histolégicos de tejidos

Los tejidos mamarios y los higados conservados en formol 10% fueron enviados al laboratorio de
Patologia de la Dra. Maria Marta Corte, Patdloga, de la UNS de Bahia Blanca, para el procesamiento
de los tejidos y los estudios histolégicos. Se realizaron cortes en “slides” de los tejidos en parafina y se
tineron con Hematoxilina y Eosina para la observacién al microscopio 6ptico. En la Figura 10 se ilustran
los tacos de parafina y los cortes de higado, tejido mamario y pulmén tefiidos con Hematoxilina y Eosina.
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Fulmon

Figura 10: Tacos de parafina y cortes de higado, tejido mamario y pulmén.

indice Angiogénico

Para determinar la densidad de vasos sanguineos empleamos la metodologia descripta previamente
[104], para ello los cortes de mama se dividieron en campos de 1 mm?. Observandolos al microscopio,
se conté el numero de vasos sanguineos por campo, recorriendo los preparados de izquierda a derecha
y de arriba abajo. Luego se realizé el promedio de vasos sanguineos/mm? para cada animal.
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Estudio del efecto de la Fraccion D de Maitake sobre la tumorigénesis
mamaria y analisis de la coadyuvancia con quimioterapia para el
tratamiento de tumores de mama en ratones.

Disefio experimental

La poblacion de estudio, compuesta por 15 ratones BALB/c hembras de 6 semanas de edad, fue di-
vidida en 3 grupos: Grupo 1, Grupo 2 y Grupo 3, cada uno integrado por 5 ratones. En los tres grupos se
indujo el proceso tumorigénico mediante la inyeccion intraperitoneal de aproximadamente 4x105 células
tumorales murinas LM3. Durante los siguientes 23 dias se realizaron controles periddicos. A partir del dia
24 y durante 35 dias, los ratones del grupo 1 recibieron semanalmente 80 mg/kg peso de Ciclofosfamida
+ 4 mg/kg peso de Doxorrubicina en forma oral. A los animales del grupo 2 se les administraron diaria-
mente 5 mg/kg peso de Maitake Pro4X. Los animales del grupo 3 recibieron quimioterapia (Ciclofosfamida
+ Doxorrubicina) semanalmente + 5 mg/kg peso de Maitake Pro4X diariamente. Durante el periodo de
tratamiento se realizaron controles peridédicos en los que se registro el tamaio y aspecto del tumor. En la
Figura 11 se ilustra un esquema del tratamiento realizado en este experimento.
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Eigura 11: Esquema del Experimento. Estudio del efecto de la Fraccion D de Maitake sobre la tumorigénesis mamaria y
analisis de la coadyuvancia con quimioterapia para el tratamiento de tumores de mama en ratones.

Descongelacion de las células LM3

El método que se utilizé para descongelar células fue descripto en la literatura [100]. Se retir6 el criotubo
de células LM3 del freezer de -80°C y, en flujo laminar previamente descontaminado con luz UV durante
15 minutos y con etanol 70%, se paso su contenido a un tubo Falcon de 15 ml. Se resuspendié en 10
ml de medio MEM con 10% de SFB. Se centrifugé a 1,200 x g durante 5 minutos, se aspir6 el sobrena-
dante con pipeta Pasteur conectada a vacio. Se resuspendio el pellet en 10 ml de medio con suero y se
transfirié a un frasco de cultivo (“flask”) de 75 cm? al que se agregaron 15 ml de medio con 10% de SFB
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precalentado a 37°C. Se incubo a 37°C en atmosfera controlada de 5% CO/aire, saturada de humedad,
en una estufa de cultivo Sanyo, modelo MCO 175 (Sanyo Electric, Osaka, Japan).

Cambio del medio de cultivo celular

El método que se utilizé para recambio de medio celular fue descripto en la literatura [100]. Breve-
mente, en flujo laminar previamente descontaminado con luz UV durante 15 minutos y con etanol 70%
se aspiré el medio antiguo con pipeta Pasteur conectada a vacio y se agregaron con pipeta de vidrio 15
ml de medio MEM fresco + 10% de SFB. Se colocaron nuevamente las placas de cultivo en la estufa de
cultivo con atmoésfera controlada de 5% CO2/aire, saturada de humedad.

Congelamiento de células LM3 para conservacion de alicuotas

El método que se utilizd para congelar lineas celulares fue descripto en la literatura [100]. Se congela-
ron 2 criotubos por botella mediana (Flask de 75mm?) al 90% de confluencia. Para esto, en flujo laminar
previamente descontaminado con luz UV durante 15 minutos y con etanol 70%, se aspir6 el medio con
pipeta Pasteur conectada a vacio y se afiadié 1 ml de tripsina 0,25% + EDTA 0,02%con micropipeta de
200 a 1000 pl. Una vez despegadas las células, se agregaron 10 ml de medio MEM con 10% de suero
fetal bovino para inactivar la tripsina y resuspender las células. Se pasaron a un tubo Falcon de 15 ml para
centrifugar 5 minutos a 1,200 x g a temperatura ambiente. Se aspir6 el sobrenadante y se agregaron 4 ml
del medio de congelacion: MEM sin suero + 10% dimetil-sulfoxido (Sigma). Se resuspendieron las células
y se pipetearon 2 ml (~ 2,5 x 10° células) de la suspension en cada uno de los 2 viales de congelacion y
se llevaron al frezeer de -80°C. Al dia siguiente se trasladaron a nitrégeno liquido para su conservacion.

Expansion de células en cultivo

El método que se utilizé para expansion de células en cultivo fue descripto en la literatura [100]. En flujo
laminar previamente descontaminado con luz UV durante 15 minutos y con etanol 70%, se aspir6 el medio
con pipeta Pasteur conectada a vacio y se afiadié 1 ml de tripsina 0,25% + EDTA 0,02% para despegar
las células, lo cual se verificd al microscopio 6ptico. Se agregaron 10 ml de medio con 10% SFB para
inactivar la tripsina y resuspender las células. Se paso la suspension a un Falcon de 15 ml y se centrifugd
5 min a 1,200 x g. Se aspird el sobrenadante y se agregaron 10 ml de medio. Se pipetearon 2,5 ml de la
suspension en cada una de las 4 botellas conteniendo 15 ml de medio precalentado en bafio a 37°C. Se
incubd a 37°C bajo atmoésfera controlada de 5% CO,/aire, saturada de humedad, en estufa de cultivo.

Preparacioén de las células LM3 para inyectar ratones

En flujo laminar previamente descontaminado con luz UV durante 15 minutos y con etanol 70%, se
aspird el medio de 4 botellas de 75 cm? con células LM3 confluentes. Se despegaron las células con 1 ml
de tripsina 0,25% + EDTA 0,02% por botella, se agregaron 9 ml de MEM con 10% SFB para inactivarla y
se paso el contenido de todas las botellas a un tubo Falcon de 15 ml. Se centrifugd a 1,200 x g durante
5 minutos y se aspir6 el sobrenadante. Se resuspendio el pellet en 1,5 ml de medio con suero. Se realizd
un recuento celular en camara de Neubauer que arroj6 un resultado de 1 x 108células/ml. Se tomaron 92
ul de suspension de células y se diluyeron en 1,4 ml de medio (4 x 10° células/100 pl). Se alicuotaron 100
pI por eppendorf (16 eppendorf en total) para su posterior inyeccion a cada uno de los ratones.

Induccién del proceso tumorigénico
El método que se utilizd para inducir tumorigenesis en ratones BALBc fue descripto previamente en la
literatura [105]. Se efectud la inyeccion intraperitoneal de 4x10° células tumorales murinas LM3 por raton,

utilizando el mismo procedimiento que en el experimento de prevencién. Las células fueron preparadas
como se indico arriba, en alicuotas de 100 pl.
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Administracion oral de Maitake y quimioterapia
1. Grupo 1: Quimioterapia.

Los animales de este grupo recibieron semanalmente 4 mg/kg de peso de Doxorrubicina + 80 mg/kg
Ciclofosfamida, preparados en una dilucién en agua de 100 pl totales.

2. Grupo 2: Quimioterapia + Maitake.

Los animales de este grupo recibieron semanalmente 4 mg/kg de peso de Doxorrubicina + 80 mg/kg
Ciclofosfamida. Diariamente se les administraron 5 mg/kg de peso de Fraccion D de Maitake.

3. Grupo 3: Fraccién D de Maitake.
Los animales de este grupo recibieron diariamente 5 mg/kg de peso de Fracciéon D de Maitake.

Tanto la quimioterapia como la Fraccion D de Maitake se administraron en forma oral (Figura 12). Con
una mano se tomo al ratén por la cola para sacarlo de la jaula y se lo colocd sobre la rejilla permitiéndole
agarrarse a ella con las patas delanteras. Con la mano libre se levanto al animal tomandolo por la piel
detras del cuello con los dedos indice y pulgar y se volted el ratén. Con micropipeta de 200 ul se coloco
cuidadosamente la punta en la boca del ratén y se descargaron 100 pl de solucion, lentamente para que
el raton tuviese tiempo de tragar todo el contenido.

Eigura 12: Administracion oral de quimioterapia.

Chequeos y controles periédicos de los efectos terapéuticos sobre la tumorigénesis mamaria.

Semanalmente se realizaron observaciones del aspecto macroscépico de los tumores y mediciones
de las dimensiones tumorales empleando un calibre para determinar el crecimiento tumoral en dos ejes
perpendiculares, en mm.
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Medicién de sobrevida de los animales de cada grupo.
Diariamente se chequearon los animales de cada grupo y se registraron los decesos.
Sacrificio de los animales

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, siguiendo las normas internacionales de
manejo de animales [102].

RT-PCR de genes especificos para determinar si existe inhibicion del
fenotipo tumoral inducida por Maitake en tejido tumoral mamario.

Aislamiento de ARN a partir de tejido mamario

El método empleado para el aislamiento del ARN total fue descripto previamente [106]. Se aislé el
ARN a partir de los tejidos tumorales mamarios de ratén conservados en freezer a -80°C, utilizando TRI
Reagent (Sigma-Aldrich). Se procedié segun los siguientes pasos:

1) Aislamiento de ARN total: en vidrio de reloj, se secciond la muestra de tejido y se transfiri6 la
cantidad deseada a un mortero previamente enfriado. Se agregé nitrégeno liquido y se rompié con el
pilén del mortero. Se anadieron 2 ml de TRI Reagent y con espatula se transfirié a tubo Eppendorf. Luego
se hizo pasar por una jeringa de 1 ml con aguja 21 G para obtener una solucion homogénea. Se incubo
a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacién se centrifugé a 12,000 x g a 4°C durante 10
minutos y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregaron 200 pl de cloroformo por cada ml
de TRI Reagent y se agit6 vigorosamente durante 15 segundos. Luego de incubar a temperatura ambiente
durante 5 minutos, se centrifugdé a 12,000 x g a 4°C durante 15 minutos. Se generaron tres fases: una
fase superior, acuosa e incolora (conteniendo el ARN); una interfase blanca (conteniendo el ADN); y una
fase inferior, organica (conteniendo proteinas).

2) Precipitacion del ARN: Se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf. Luego se procedio
a precipitar el ARN con 500 pl de isopropanol frio por ml de TRl Reagent. Se mezcld por inversion y se
incubo a -20 °C durante al menos una hora. Se centrifugd a 12,000 x g a 4°C durante 30 minutos y se
descarto el sobrenadante.

3) Lavado del pellet de ARN: Se agrego 1 ml de etanol frio (75% vol/vol en agua). Luego se centri-
fugd a 12,000 x g a 4°C durante 15 minutos y se descarto el sobrenadante.

4) Resuspension del pellet de ARN: Después de secar el pellet al aire, se resuspendié en 30 ul de
agua DEPC. Finalmente se almacené a -20°C para su proxima utilizacion.

Composicién del TRI Reagent

10 ml tiocianato de guanidinio 4M
352 pl citrato de sodio 0,75 M (pH 7)
528 pl sarcosyl 10%

76 pl B-mercaptoetanol 14,3 M

A 10 ml de esta solucion se agregaron

1 ml acetato de sodio 2 M (pH 4)
10 ml fenol saturado en agua
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Purificaciéon del ARN aislado de tejido mamario

Para la purificacién del ARN aislado a partir del tejido mamario de los ratones, se utilizé el kit “QIA-
amp RNA Blood Mini Kit” de Quiagen (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agregaron
700 pl de “Buffer TW1” y se transfirié a una columna de purificacion provista en el kit. A continuacién se
centrifugé a 8,000 x g a temperatura ambiente durante 15 segundos. Se cambid la columna a un nuevo
tubo de elucion y se afiadieron 500 pl de “Buffer RPE”. Se centrifugé a 8,000 x g durante 15 segundos y
luego se descarto el volumen del tubo. Se agregaron nuevamente 500 pl de “Buffer RPE” y se centrifugd
a 20,000 x g durante 3 minutos. Se reemplazé el tubo de elucion por un tubo Eppendorf de 1,5 mly luego
se agregaron 30 pl de agua libre de RNasas. Finalmente se centrifugd a 10,000 x g durante 1 minuto y
se conservo el tubo con el eluido. La concentracion del ARN se determiné por espectrofotometria y su
integridad se verificd por electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante [107].

Cuantificacion de ARN por espectrofotometria

Para determinar la pureza y la concentracién del ARN aislado se utilizé el método descripto en la lite-
ratura [107]. Brevemente, se realizé una dilucion 1:100 del ARN en buffer TE (10 mM Tris + 1mM EDTA)
y se midié en espectrofotémetro (Pharmacia Biotech GeneQuant RNA/DNA Calculator) la absorbancia
(A) a 230, 260 y a 280 nm utilizando celdas de cuarzo [107]. Una relacion A, /A,,, 2 1,7 indica que la
preparacion final de ARN tiene una baja concentracion de proteinas y es suficientemente puro. Asimismo,
una relacion A, /A,,; 2 1,8 indica que la preparacion contiene bajos niveles de sales. La concentracion
del ARN en solucion se calcul6 a partir de la absorbancia a 260 nm, considerando que una absorbancia
de A=1 equivale a 40 pg/ml de ARN. Teniendo en cuenta la dilucién de la muestra (1/100) se empleé la

siguiente férmula:

Concentracion ARN = A, x 40ug/ml x 100

Reaccion de RT-PCR

Para analizar en los tejidos tumorales mamarios la expresion de los genes Abcg2, Cul3, Igfbp5, Pten
y Sparc, relacionados con el fenotipo maligno en células tumorales MCF/7, se llevaron a cabo reaccio-
nes de RT-PCR (transcriptasa reversa, reaccion de polimerasa en cadena), que se realizaron como se
describio previamente [107].

Reaccion de RT

La mezcla de reaccion se prepard en un tubo eppendorf de 0,5 ml mantenido en hielo. Se mezcl6 el
volumen de muestra correspondiente a 1ug de ARN con 2 pl de OligodT (0,5 mg/ml) y se llevd a S pl con
agua DEPC (Sigma). Luego se calentd a 70°C durante 5 minutos e inmediatamente se coloco en hielo.
Transcurridos 5 minutos, se agregaron 5 yl Buffer M-MLV 5X (Promega), 1,25 pyl dATP (10 mM), 1,25 pl
dCTP (10 mM), 1,25 pyl dGTP (10 mM), 1,25 pul dTTP (10 mM) y 1 pl enzima M-MLV RT (200 unidades)
(Promega). A continuacién se anadieron 9 pl de agua DEPC para llevar a un volumen final de 2 pl. La
reaccion se efectud en un termociclador. La transcripcion reversa se llevé cabo calentando a 40°C durante
60 minutos.

Reaccion de PCR

Para la reaccién en cadena de la polimerasa se utilizé el kit GoTag® DNA Polymerase (Promega)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se mezclaron 5 ul de PCR Reaction Buffer 5X, 1ul de
MgS0O4 25 mM, 1ul de dNTP Mix, 0,5 ul de forward primer (0,5 uM), 0,5 ul de reverse primer (0,5 uM),
0,2 pl Tag DNA Polymerase (5 u/ul), 2 pl de templado de ADNc y se llevd a un volumen final de 25 pl
con agua DEPC. La reaccién fue llevada a cabo en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf),
siguiendo el programa de amplificacion propuesto por Benavides et al [108]. La desnaturalizacion inicial
se realizé a 94°C durante 5 minutos. Luego se efectuaron 35 ciclos de 30 segundos a 94°C (fase de des-
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naturalizacién), 60 segundos a la temperatura de hibridacién de cada par de primers (fase de alineacion)
y 30 segundos a 72°C (fase de elongacién). Se siguio con una extension final de 10 minutos a 72°C y se
mantuvo a 4°C hasta el momento de retirar las muestras del termociclador.

Primers empleados en PCR

Los primers empleados en estas reacciones de PCR fueron disefiados empleando el Programa BLAST
del National Institute of Heath (NIH) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Las condiciones de los primers
fueron: Producto de PCR mayor que 500 bp, temperatura de melting (Tm) de cada primer entre 57.0°C
y 65.0°C.

bp
Primer Secuencia 5 >3’ Tm (°C) (pares de
bases).

B-Actina Forward primer GGATGCAGAAGGAGATCACTG

60,0 90
B-Actina Reverse primer CGATCCACACGGAGTACTTG
ABCG2 Forward primer GCTGTGGAGCTGTTCGTAGT

61,8 664
ABCG2 Reverse primer AGTCCGTTAAAGGGGGAAATTAAGA
CULS3 Forward primer TCCCCAGGTCTTCAGTGTTGA

62,5 884
CUL3 Reverse primer TTGGAAGCACAGAGGAACGG
IGFBPS Forward primer CAGTATACCCATCACCCCGC

63,4 989
IGFBPS5 Reverse primer ACAGCTGACCTCCTCCGTAT
PTEN Forward primer GTGGTCTGCCAGCTAAAGGT

62,4 1000
PTEN Reverse primer AAGTGCAAAGGGGTAGGACG
SPARC Forward primer TCTGGGTAGCACACAGCCTA

62,4 951
SPARC Reverse primer TCTCAAAGTCTCGGGCCAAC

Gel de agarosa al 3% para visualizacion de las bandas especificas

El gel de agarosa para la visualizacion de las bandas de los amplificados se realizé6 como se describid
en la literatura [107]. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 3% con los productos de PCR
[107]. En un Erlenmeyer se pesaron 3 g de agarosa y se disolvieron en 100 ml de buffer TAE 1X (0,04 M
tris-acetato - 0,001 M EDTA) calentando en microondas. Luego se vertié en el molde previamente rodeado
con cinta de papel y se ubico el peine cercano a uno de los extremos. Se dejé gelificar. Una vez formado
el gel, se retiraron cuidadosamente el peine y la cinta y se coloco en la cuba de electroforesis. Se afiadio
buffer TAE 1X a la cuba hasta cubrir completamente el gel. Se sembraron 8 yl de muestra + 2 yl de 5X
Green GoTaq Reaction Buffer por pocillo. El gel se corrié a 120 V durante 40 minutos. Una vez finalizada
la corrida, el gel se sumergio en buffer TAE + bromuro de etidio durante 15 minutos. Luego se colocé en
un transiluminador UV para visualizar las bandas de ADN.
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Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como medias (X), el promedio de quintuplicados o septuplicados inde-
pendientes. La variabilidad se expresé como desvio estandar (D.S) intraensayo. Las diferencias entre las
medias se evaluaron mediante pruebas T de Student y se consideraron significativas con p <0,05 [109].

RESULTADOS

Efecto de los extractos de Maitake y del tratamiento quimioterapico sobre
la muerte celular en células tumorales de mama LM3.

Se trataron células murinas de cancer de mama, LM3, incubadas con 10% de suero fetal bovino, con
concentraciones crecientes de Fraccién D de Maitake Pro4X o con quimioterapia (Ciclofosfamida + Doxo-
rrubicina a distintas dosis). Los efectos en la viabilidad celular se determinaron a las 24, 48 y 72 horas
del tratamiento mediante tincién con Azul de Tripan. Las concentraciones empleadas y los porcentajes
de muerte celular obtenidos a las distintas horas de incubacion se detallan en la Tabla I.

Tabla I: Muerte celular causada por extractos de Maitake o quimioterapia
en cultivos de células LM3.

% Muerte celular + SD (n=2)

Tratamiento

24 horas 48 horas 72 horas

Control: 0 uyg/ml (0 yM en B-glucanos) Maitake

15,04+ 0,72 77 £5,62
ProaX 5,04+0, 6, 5,6

36 pg/ml (0,036 uM en B-glucanos) Maitake Pro4X 16,29+ 1,90 | 15,40 £0,069

91 pg/ml (0,091 uM en B-glucanos) Maitake Pro4X 19,87+5,83 | 24,02 +£0,08

183 pg/ml (0,183 uM en B-glucanos) Maitake Pro4X | 20,90+ 7,17 | 28,06 9,82

367 ug/ml (0,367 uM en B-glucanos) Maitake Pro4X | 29,18+7,37 [ 29,57 +£6,9

734 pg/ml (0,734 uyM en B-glucanos) Maitake Pro4X |35,85%12,04 | 46,78 + 2,67

0,4 09

00
)
O
00
O
00

Control: 0 yM Doxorrubicina + 0 yM Ciclofosfamida

5 uM Doxorrubicina + 0,5 pyM Ciclofosfamida 45,69 £ 0,4 48,24 £ 4,4 00

10 yM Doxorrubicina + 1,0 yuM Ciclofosfamida 0

00
00
)
00
N
)
®

15 yM Doxorrubicina + 1,5 uM Ciclofosfamida

QQ 09 64 49 6 Q 0

00

20 yM Doxorrubicina + 2,0 yM Ciclofosfamida

40 yM Doxorrubicina + 2,5 uM Ciclofosfamida 60,90 63 +4,3 96,70 90

En la Tabla 1 se observa que el mayor porcentaje de muerte celular (96.70%) correspondio al trata-
miento por 72 horas con 40 uM de Doxorrubicina méas 2,5 uM de Ciclofosfamida.
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Efecto del tratamiento quimioterapico conjunto de Ciclofosfamida y Doxorrubicina.

En el gréfico la Figura 13 se muestran los valores de muerte celular en funciéon de la concentracion
empleada de drogas quimioterapéuticas (Doxorrubicina y Ciclofosfamida) para 24, 48 y 72 horas de tra-
tamiento. Se observa que el porcentaje de muerte celular aumenté con la concentracion de las drogas
quimioterapéuticas. Asimismo, la muerte celular también aumenté en funcién del tiempo de tratamiento.
En todos los tratamientos, la muerte celular fue significativamente mayor (Student. p<0,05) con respecto
a los controles. Se observa también que el mayor porcentaje de muerte celular (96,70%) correspondi6 a
la concentracién mas elevada de quimioterapia empleada (40 uM Doxorrubicina + 2,5 uM Ciclofosfamida).
El tiempo 6ptimo de accidn citolitica fue también el mayor tiempo de tratamiento (72 horas).

100%, %
—8=—24 horasg
a0% - =818 horas
-7 2 horas
0%
0% -
—
]
= B0% -
T
LA ]
2]
2 50% -
2
= 409
0% -
20% -
10%
0% - ; . . | .
O S 1 0t 15phd 20 4oy Doxorrubicina
Optd 0.5pk 1 .Ophd 1 Spuhd 20phd 25u  Ciclofosfamida

Figura 13: Muerte celular causada por distintas concentraciones de Doxorrubicina + Ciclofosfamida a las 24, 48 y 72 horas de
tratamiento. Los valores representados corresponden a las medias = D.S. (n=2). * p<0,05 vs control.

Efecto de Maitake Pro4X sobre la muerte celular.

En la Figura 14 se muestran los valores de muerte celular en funcién de la concentracién empleada
de Fraccién D de Maitake Pro4X para 24, 48 y 72 horas de tratamiento. Se observa que el porcentaje
de muerte celular aumenté tanto en funcion de la concentracion de Maitake Pro4X empleada como del
tiempo de tratamiento. El mayor porcentaje de muerte celular (61.52%) correspondio al tratamiento con
la dosis mas elevada de Maitake (734 pg/ml) durante 72 horas, el mayor tiempo de tratamiento.
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Figura 14: Muerte celular causada por distintas concentraciones de Maitake a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento.
Los valores representados corresponden a las medias + D.S.(n=2) * p<0,05 vs control.

Estudio del efecto de la Fraccion D de Maitake sobre la prevencion de la
tumorigénesis mamaria en ratones.

Se utilizaron 19 ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad: 5 en el grupo control, 7 en el
Grupo Grifon D o Maitake Standard y 7 en el Grupo Pro4X. Se realizaron los tratamientos de prevencion
mediante inyeccion intraperitoneal diaria de 100 yL de PBS estéril, 5mg/Kg peso de Grifon D y 5 mg/kg
peso de Maitake Pro4X a cada uno de los ratones en los grupos Control, Maitake Standard y Maitake
Pro4X, respectivamente. El tratamiento se desarroll6é en forma diaria durante 17 dias consecutivos. Una
vez finalizado el tratamiento, se procedio a inducir tumorigenicidad mamaria por inyeccion intraperitoneal
de 3x105 células tumorales murinas LM3. Los animales fueron chequeados periédicamente para observar
el desarrollo tumoral mamario. Se considerd que un bulto mayor o igual a 10mm correspondia a un tumor.
En las Figuras 15A, 15B y 15C se observan las fotografias de la zona abdominal de los ratones de cada
uno de los grupos a los 7, 8, 27, 40, 43 y 46 dias post induccion tumoral.
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Dia 7
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Dia 27

Dia 40

Dia 43

Dia 46
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Grupo Maitake Standard
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Dia 8
Grupo Maitake Pro 4X
I
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Se observoé que en el grupo control, 4 de 5 animales desarrollaron tumor mamario (80,0%), en el grupo
Maitake Standard 6 de 7 desarrollaron tumor (85,7%) y en el grupo de Maitake Pro4X, 4 de 7 animales
poseian tumor mamario (57,1%). En la Figura 16 se indican los valores de tumorigenicidad (capacidad
de inducir la formacion de tumores) y los porcentajes respectivos en cada uno de los grupos ensayados.

o
1y
0%
=
o ar%
=
= S%
=
[=]
5 s
&
A%
A%
W%
0%
Control Maitake Maitake
Standard Pro 4x
Tumorigenicidad 4/5 6/7 4/7
Porcentaje 80,0% 85,7% 57,1%

Figura 16: Porcentaje de tumorigenicidad.

Tabla II: Prevencion tumoral.

Grupo Prevencién Tumoral
Control 20,0%
Maitake Standard 14,3%
Maitake Pro4X 42,9%

Por otra parte se analizé el porcentaje de prevencién en el desarrollo tumoral en cada uno de los
tratamientos y observamos que el tratamiento con Maitake Standard dio solo un 14,3% de prevencion
tumoral, mientras que en el Grupo tratado con Maitake Pro4X observamos un 42,9% de prevencion en
el desarrollo del cancer de mama. En la Tabla Il se indica el porcentaje de prevencién tumoral observado
en este experimento.

En la Tabla lll se indican las dimensiones de los tumores mamarios de los ratones en cada uno de los

grupos al final del tratamiento (dia 46 post induccion tumoral) luego de realizar el sacrificio de los mismos.
En la Figura 17 se grafican estos valores.
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frea turnor (e

Tabla Ill: Dimensiones tumorales.

Grupo Raton | Longitudinal | Transversal | Area Promedio
P n° (cm) (cm) (cm2) area (cm2)
1 2,5 1,8 4,5
Control 43+0,2(2)
2 2,6 1,6 4,2
Maitake 1 2,8 2,7 7,6
Standard | 2 2,5 2,0 50 6,8+ 1,812)
1 2,5 2,4 6,0
; 2 2,5 2,0 3,0
Maitake 52405 (4)
Pro4X 3 2,4 2,0 4,8
4 2,5 2,0 50
ES
T
i
H]
4
3
s
1
1]
1 s 1 s 1 s 3 4
Control con turmor hiaitake Standard hiaiake Pro e contumor
contumor
g
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: |
5 1
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Eigura 17: Dimensiones tumorales. *p<0,05 vs Control.
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Como se observa en la Tabla Ill y en la Figura 17, el tamafo de los tumores del grupo tratado con
Maitake Pro4X (5,2 cm?) era mayor que el de los animales del grupo control (4,3 cm?). Sin embargo, al
realizar la biopsia del tejido tumoral se observé que los tumores de los ratones controles eran sélidos y
duros; en cambio, los de los grupos Maitake Standard y Maitake Pro4X eran de mayor tamafio pero por
dentro estaban llenos de liquido. En la Figura 18 se observan tejidos tumorales mamarios de los ratones
de cada grupo.

Control con tumor Standard con tumor

| B Nl 4, V‘f:e_m
.."“‘ -; ' ; / .‘ b

;l Sk |

il

Figura 18: Aspecto macroscopico de los tumores de mama murinos.

La observacién de estas diferencias macroscépicas de la fisiologia tumoral mamaria llevé a realizar
los estudios histolégicos de cada uno de los tumores preparando los tejidos de mama, higado y pulmones
en tacos de parafina y realizando luego cortes histolégicos de 5 mm para analizarlos microscopicamente.
El estudio histoldgico fue realizado por gentileza de la Dra. Maria Marta Corte, Patdloga, de la UNS de
Bahia Blanca. Maitake Standard y Maitake Pro4X eran de mayor tamano pero por dentro estaban llenos
de liquido. En la Figura 19 se observan cortes histolégicos de tejido mamario representativos de cada
uno de los grupos estudiados.

Figura 19: Cortes de los tejidos mamarios murinos.
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El estudio histolégico de los tejidos tumorales mamarios indicé que los tumores de los animales del
Grupo Control correspondian a tumores de escasa diferenciacion e hiperplasicos. Los tumores del Gru-
po Maitake Standard también tenian caracteristicas similares al grupo control; no obstante, los tumores
mamarios del Grupo tratado con Maitake Pro4X eran diferentes histolégicamente, de contornos defini-
dos, bien diferenciados y con menor nimero de células que el del grupo control. Estos resultados fueron
sorprendentes y nos llevaron a pensar que de existir metastasis hepatica o pulmonar, esta podria ser
diferente entre los tres grupos analizados.

Efecto de los extractos de Maitake sobre el desarrollo de metastasis en los animales con
tumores de mama inducidos.

Para verificar la presencia o ausencia de metastasis, se extirparon los higados y pulmones de los
animales de los distintos grupos y se determinaron sus dimensiones y pesos. En la Figura 20 se muestran
los valores obtenidos para cada grupo examinado.

BFromedio drea pulman {emz)

BFromedio drea higade (omz)

Control contumor  Maitadee Standard. bl aitac e Prod

@Fromedio peso pulmon (o)

EFromedio peso higado (o)

0,4

0,2

0,0
Control contumar  Maitake Standard  Maitake Pro 4x

Figura 20: Promedio de las areas (A) y los pesos (B) de los higados y pulmones de los animales de
que desarrollaron tumor en cada grupo ensayado.
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Se observa que no existi6 diferencia significativa en el area de los pulmones e higados de los animales
de los distintos grupos, asi como tampoco hubo diferencia significativa en sus pesos. Sin embargo, ma-
croscopicamente se observo que el tejido hepatico de los animales del grupo control era completamente
diferente al de los animales tratados con Maitake. El higado de los animales controles se observaba mas
blanquecino, palido y rigido. En cambio, los higados de los ratones tratados con Maitake Standard o Pro4X
se observaban oscuros, con textura y aspecto normales. Al encontrar estas diferencias se decidio realizar
el analisis histologico de los tejidos pulmonares y hepaticos de cada uno de los animales con tumor y
analizamos los resultados. En la Figura 21 se observan los tejidos hepaticos y los cortes histolégicos de
los animales con tumor de cada uno de los grupos y de los animales sin tumor del grupo Maitake Pro4X.

ol con tumar an tumar

tumor

Figura 21: Tejidos hepaticos murinos.

Los estudios histoldgicos de los tejidos hepaticos indicaron que los animales del grupo control poseian
un tejido con vasos sanguineos muy dilatados, con estructuras hepaticas diferentes a las normales y
con algunos cambios mitéticos. Sin embargo, en ninguno de los tejidos hepaticos tratados con Maitake
se observaron diferencias morfolégicas comparadas con los tejidos normales. No se pudo establecer
ciertamente si esas anormalidades histolégicas de los animales controles correspondian a metastasis.

o con tumor
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Eigura 22: Tejidos pulmonares murinos.
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En la Figura 22 se observan los tejidos pulmonares y los cortes histologicos de los animales con
tumor de cada uno de los grupos y de los animales sin tumor del grupo Maitake Pro4X. En los estudios
histologicos de los tejidos pulmonares no se observaron diferencias morfolégicas entre los tejidos de los
animales que desarrollaron tumor de mama y los de los animales sin tumor, excepto en el tejido de un
animal del grupo tratado con Maitake Standard (raton sin marca). En el tejido pulmonar de este raton se
observo un area tumoral que parece corresponder a un tumor maligno poco diferenciado.

Efecto de los extractos de Maitake sobre el proceso de angiogénesis.

Por otro lado, se hizo una estimacion del indice de angiogénesis en los tejidos tumorales mamarios
para establecer si existe un efecto anti-angiogénico o de reduccion de la irrigacion sanguinea por efecto
de los extractos de Maitake. En la Tabla IV se indican los valores de densidad de vasos sanguineos obte-
nidos para los animales de cada grupo. En la Figura 23 se grafica el promedio de cada grupo. El asterisco
sefala que la diferencia fue significativa (p<0,05) en comparacion con el grupo Control.

Grupo Ratén n° N va3052 Promedio
sang./mm
Control L 0,761 0,637 £ 0,182 (2)
2 0,513 ' -
1 0,174
Standard 5 0422 0,339 £ 0,149 (2)
1 0,012
Pro4X 2 0,059
con tumor 3 0,007 0,031 £ 0,028 (4)
4 0,035
1,0 4
0,9 4
ne 4
HE |
£ 0,7
= 06
&
w 05 4 E3
=
© 0,4
= ' T 1
(]
< 03 -
0,2 4
0,1 *
0.0 - : , il
Control Standard Fro 4y

Figura 23: Densidad de vasos sanguineos en cortes de tejido mamario. *p<0,05 vs Control.

En la Tabla IV y en la Figura 23 se observa que el nimero de vasos sanguineos/mm2 en los tejidos
tumorales de los animales control (0,64) era significativamente mayor (p<0,05) comparado con los ani-
males tratados con Maitake Standard (0,30) o con los animales tratados con Pro4X (0,03). En la Figura
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24 se muestran las fotografias de secciones de tejido tumoral mamario de ratones de los Grupos Control
y Pro4X. Se observa la mayor densidad de vasos sanguineos presente en el Grupo Control.

Grupao cantrol

Figura 24: Densidad de vasos sanguineos en cortes de tumores de mama de los grupos Control y Maitake Pro4X.

Efecto del tratamiento con Maitake en la sobrevida relativa porcentual de ratones BALB/c.
A continuacién se determiné la sobrevida total relativa de los ratones de cada grupo. En la Figura 25

se indican los porcentajes de sobrevida hasta el dia 46 post induccion tumoral (final del experimento). La
mayor sobrevida (75%) correspondio al grupo que recibié Maitake Pro4X.

50%

70%

0%

50%

40%

% Sobrevida

30%

20%

10%

0%

Control Maitake Standard  Maitake Pro 4x

Sobrevida 2/4 2/6 Ya

Porcentaje 50,0% 33,3% 75,0%

Figura 25: Sobrevida total relativa.
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Efecto de la Fraccion D de Maitake sobre la tumorigénesis mamaria y
analisis de la coadyuvancia con quimioterapia para el tratamiento de
tumores de mama en ratones.

El objetivo era determinar si Maitake Pro4X podia actuar como co-adyuvante de quimioterapia y
comparar la sobrevida entre los dos tratamientos por separado. Para llevar a cabo este experimento se
emplearon 15 ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad. Se indujeron los tumores mamarios por
inyeccion intraperitoneal de 4x10° células tumorales murinas LM3. A los 24 dias de la induccion tumoral
y cuando los tumores mamarios alcanzaron un tamafo mayor a 0,8 cm, se iniciaron los tratamientos. Se
utilizaron 3 grupos de 5 animales cada uno, separados en Grupo Quimioterapia solo, Grupo Quimioterapia
y Maitake Pro4 Xy Grupo Maitake Pro4X solo. El tratamiento con quimioterapia consistia en 4 mg/kg peso
de Doxorubicina combinado con 80 mg/kg peso de Ciclofosfamida, diluidos en PBS con un volumen total
de 40 yl para la administracion oral a los ratones. El tratamiento con Maitake consistia en la administracion
oral de 5mg/kg peso de Maitake Pro4X diluidos en PBS en un volumen total de 40 pl. La quimioterapia
fue administrada en forma oral una vez por semana y el Maitake fue administrado oralmente en forma
diaria. Ambos tratamientos fueron mantenidos durante 5 semanas. (Figura 26).

Grupo 1: Quirmioterapia

Oia 9 Dia 15 iz 22

Grupo 2 Quimioterapia + Maitake Prodx
Oia 1 Diad Diais Cia 22
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Figura 26: Fotografias de la zona abdominal de los ratones de cada grupo sobrevivientes
hasta los dias 1, 9, 15 y 22 de tratamiento.

En la Tabla V se indican los valores del area de los tumores mamarios en cada uno de los grupos
tratados al 1er dia (semana 1), a los 15 dias (semana 3) y a los 22 dias del tratamiento (semana 4). Se
observa que los tumores tratados con quimioterapia incrementaban su tamafio desde el dia 1 al dia 22 del
tratamiento. Se observé ademas que a los 15 dias, 2 de 4 ratones murieron en este grupo (probablemente
a causa del tratamiento) y por lo tanto el desvio estandar (D.S.) se incrementé (Figura 27). Un crecimiento
similar se observo en el Grupo 3, correspondiente al tratamiento con Maitake Pro4X

Sin embargo, como se muestra mas claramente en la Figura 27, el mayor crecimiento tumoral se dio
en el grupo 2, tratamiento de Maitake Pro4X en co-adyuvancia con quimioterapia. Ademas, no habia
diferencias significativas (Student, p > 0,05) entre los grupos 1y 2 en el area tumoral a los 22 dias del
tratamiento (p = 0,1). Asimismo no hallamos diferencias significativas en las areas tumorales entre los
grupos 1y 3 (p =0,3).
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Tabla V: Dimensiones tumorales mamarias en la terapia con Maitake Pro4X con o sin
quimioterapia en ratones BALB/c.

Dimensiones tumor

Dia 1 Dia 15 Dia 22
Longitud Area Promedio area Longitud (em) Area | Promedio area Longitud Area Promedio area
(cm) (cm?) (cm?) +D.S 9 (cm?) (em?) + D.S (cm) (cm?) (em? + D.S

Promedio drea tumaral [cm)

Dial

Dia 15 Dia 22

O Quimicterapia
B Cuimioterapia + Maitake
B Maitake

Figura 27: Crecimiento tumoral mamario durante el tratamiento con quimioterapia con y sin Maitake Pro4X.

Por otra parte, se observo el aspecto macroscopico de los tumores mamarios durante los tratamientos
y se hallé que los tumores de los ratones del Grupo 3 tratados Unicamente con Maitake Pro4X fueron
menos agresivos y menos ulcerantes que los de aquellos que recibieron quimioterapia en los Grupos 1y
2 (Figura 28). Algunos de los ratones del Grupo 3 que exhibieron necrosis y ulceraciones lo hicieron mas
tardiamente (a partir del dia 15 de tratamiento), mientras que los de los animales de los otros grupos lo
hicieron a partir del dia 8° del tratamiento (Figura 26).
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Figura 28: Aspecto macroscopico de los tumores mamarios en el dia 22 de tratamiento anti-tumoral.

Efecto del tratamiento con o sin Maitake Pro4X y quimioterapia sobre la sobrevida total relativa
porcentual en ratones BALB/c.

Con el objetivo de determinar si el tratamiento del cdncer de mama con Maitake Pro4X mejoraba la

sobrevida total relativa en ratones BALB/c, se analizé el nimero de ratones vivos, sobrevivientes al tra-
tamiento a cada uno de los tiempos indicados en la Tabla VI y la Figura 29.

Tabla VI: Sobrevida total relativa porcentual en el tratamiento del cancer de mama en ratones.

Mulgstra Azeo | Aos0 Az3o Azeo/Azso | Aze0/A230 Pu:gza b '(TE }:]',IT; o
1 0771 |0423 0,304 1.817 2536 90% 3095 2
2 0582 | 0320 0,274 1,808 2124 90% 2343 1
3 0072 |0039 0,120 1,736 0,600 86% 310.4
4 2216 | 1236 1.111 1,792 1,995 89% 8865 5
5 0697 |02383 0,354 1.814 1,969 90% 2807.0
6 0257 |0.139 0,108 1,799 2380 89% 1062,3
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Figura 29: Sobrevida total relativa porcentual de los animales de los grupos tratados con y
sin Maitake en presencia o ausencia de quimioterapia.

De la Tabla VIl y la Figura 29 se observa que hasta el dia 12 de tratamiento la sobrevida fue similar en
los grupos 2 (Quimioterapia + Maitake Pro4X) y 3 (Maitake Pro4X), en los que no hubo muertes; mientras
que fue menor en el grupo 1 (Quimioterapia), en el que solo 2 de 4 animales permanecieron vivos (50%).
A partir del dia 16, la sobrevida comenz6 a descender en el grupo 2 y en el grupo 3, aunque en este
ultimo lo hizo mas lentamente (Figura 29): en el grupo 2 la sobrevida fue del 60%, 40% y 0% hasta los
dias 16, 22 y 26 respectivamente; la sobrevida en el grupo 3 para estos mismos dias fue de 80%, 60% y
40%. Desde el dia 26 de tratamiento, la sobrevida fue nula en los grupos 1y 2. Dos animales del grupo
3 (40%) sobrevivieron hasta el final del tratamiento (dia 35).
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Efecto de Maitake Pro4X sobre la expresion de genes especificos del
fenotipo tumoral inducido por Maitake en tejido tumoral mamario.

Con el fin de determinar si la administraciéon de Maitake Pro4X modificaba el fenotipo tumoral, se
realizaron estudios de expresion génica en los tejidos mamarios de los ratones tratados y sin tratar. Se
eligieron los genes Abcg2, Cul3, Igfbp5, Pten y Sparc, cuya expresién resulté ser modulada por Maitake
en estudios previos de nuestro grupo [92]. Se aisl6 y purificd ARN de los tejidos mamarios de los ratones
con tumor de los grupos Control, Standard y Pro4X y de un ratén sin tumor del grupo Pro4X. La concen-
tracion del ARN aislado y purificado se determindé mediante espectrofotometria, teniendo en cuenta la
absorbancia a 260. Para determinar su pureza se midioé también la absorbancia a 280 y 230. Los valores
de absorbancia a 260, 280 y 230, la concentracion de ARN de las muestras y su pureza se muestran en
la Tabla VI.

Tabla VII: Concentracion y pureza de muestras de ARN de tejido mamario de raton.

Mu’:;tra Ageo | Aczso Azso Ageo/Azso | Azeo/A2s0 Pu(;/;za Con((;egr/llt‘rrﬁ)c ion
il 0,771 10,423 0,304 1,817 2,536 90% 3095,2
2 0,582 |0,320 0,274 1,808 2,124 90% 2343,1
3 0,072 |0,039 0,120 1,736 0,600 86% 310,4
4 2,216 | 1,236 1,111 1,792 1,995 89% 8865,5
5 0,697 |0,383 0,354 1,814 1,969 90% 2807,0
6 0,257 |0,139 0,108 1,799 2,380 89% 1062,3
7 1,418 | 0,775 0,817 1,826 1,736 91% 5678,0
8 0,674 |0,368 0,364 1,823 1,852 91% 2708,8
9 0,012 | 0,001 0,006 1,870 2,000 93% 100,9

Partiendo del ARN purificado, se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR para los genes mencionados y
para la 3-actina, como control. Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa al 3% (Figura 30).

NOTA: Las reacciones de RT-PCR las vamos a hacer con curva de concentracion por ciclos: 25, 30y 35
ciclos con cada uno de los genes y en todas las condiciones para poder semicuantificar la expresion génica.
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Figura 30: Expresion de B-actina, Sparc, Pten, Cul3, Igfbp5 y Abcg2 en tejidos mamarios de ratones con (1-8) o sin tumor (9),
tratados con PBS (1-2), Maitake Standard (3-4) o Maitake Pro4X (5-8).

En la Figura 30 se observa que la 3-actina se expresa en todas las condiciones ensayadas. Debido a
que se observa saturacioén en la reaccion de RT-PCR, se decidié hacer curva de concentracion por ciclos
para poder semicuantificar las expresiones de todos los genes estudiados en esta seccion con respecto
a la expresion de beta actina.

En la Figura 30 también se observa que Sparc se expresa en forma diferencial en todas las condiciones
analizadas. Se observan una mayor expresion de Sparc en los tejidos mamarios de ratones 6 y 7 tratados
con Maitake Pro4x. Por otra parte, se observa una menor expresion del gen en el tejido mamario del
ratén 8 tratado con Maitake Pro4X. No se observa banda correspondiente a la expresiéon del gen Sparc
en el tejido mamario del ratén sin cancer tratado con Maitake Pro4X, ni en el tejido tumoral del ratén 4
tratado con Maitake Standard.

Con respecto a Pten, en la Figura 30 se observa que también se expresa en forma diferencial en
las distintas condiciones ensayadas. En los tejidos mamarios de los ratones 5 y 8 tratados con Maitake
Pro4X se presenta menor expresion del gen, mientras que no se observa banda correspondiente a Pten
en el tejido tumoral del ratén 4 tratado con Maitake Standard ni en el tejido mamario normal del ratén 9
tratado con Maitake Pro4X.

Como se observa en la Figura 30, Abcg2 se expresa en forma diferencial en las distintas condiciones
estudiadas. No se observa banda en el tejido tumoral del ratén 4 tratado con Maitake Standard ni en el
tejido normal del raton 9 tratado con Maitake Pro4X.

Tanto Cul3 como Igfbp5 se expresan en todas las condiciones estudiadas. Para determinar si existe

diferencia sus niveles de expresion entre los distintos tejidos, es necesario realizar curvas de concentra-
cion por ciclos.
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DISCUSION

La proliferacion desmedida de las células tumorales, esencial en el proceso tumoral, se debe a la
desregulacion del crecimiento celular. Debido a la adquisicién de mutaciones por parte de las células
cancerosas, ciertos genes reguladores de la proliferacion o diferenciacion se convierten en oncogenes
que desencadenan el cancer. Las células experimentan proliferacion desmedida y escapan a la apoptosis,
ya sea porque se inactivan vias que fisiologicamente inducen la apoptosis o porque se activan vias que la
inhiben. La interrupcion de la apoptosis puede también contribuir al desarrollo de metastasis, puesto que
permite a algunas células tumorales sobrevivir en el torrente sanguineo e invadir otros tejidos evadiendo
la apoptosis de células en suspensién [110]. Por lo tanto, es de especial interés encontrar compuestos que
causen apoptosis especificamente en las células tumorales. Muchas drogas quimioterapéuticas actuan
induciendo apoptosis en estas células, pero carecen de especificidad al afectar en mayor o menor grado
a todas las células en division activa. Como se menciond, las propiedades antitumorales de la Fraccién
D de Maitake son atribuidas a su efecto inmunomodulador. Sin embargo, también se ha reportado un
efecto directo de Maitake sobre células de canceres de prostata [52], gastrico [53], renal [54] y de mama
[55] mediante la induccion de apoptosis.

En esta Tesina, en primer lugar se estudiaron los efectos de la Fraccion D de Maitake y de la qui-
mioterapia (Doxorrubicina + Ciclofosfamida) sobre la viabilidad celular de células murinas de cancer de
mama LM3 in vitro. Con este fin se utilizaron distintas concentraciones de Maitake Pro4X y quimioterapia
a distintos tiempos de tratamiento. Tanto en los tratamientos con Maitake como en los tratamientos con
quimioterapia, la muerte celular aumenté en funcién de la concentracién empleada y del tiempo de tra-
tamiento. Estos resultados sugieren que la fraccion D de Maitake podria tener un efecto quimioterapico
induciendo la muerte celular dependiente de la dosis. En estudios futuros estudiaremos si la muerte ce-
lular producida por Maitake Pro4X es debida a la apoptosis, como ha sido reportado en trabajos previos
[52-55]. Asimismo, evaluaremos el efecto que tiene el tratamiento con Maitake en células normales, a
fin de comprobar su especificidad por las células tumorales. Por otra parte, el tratamiento con drogas
quimioterapéuticas provocé una mayor muerte celular que el tratamiento con Fraccion D de Maitake. Es
interesante destacar que cuando se repitio el tratamiento con Maitake Pro4X utilizando un frasco que habia
sido abierto cinco meses atras, se obtuvieron valores de muerte celular menores (no incluidos en esta
tesina) que los correspondientes al tratamiento con el frasco recién abierto. Esto sugiere que el producto
activo en la muerte celular podria degradarse por oxidacion o por exposicion a la luz. Ademas, dado que
estos extractos no son puros, es necesario aislar, identificar y caracterizar el compuesto activo. De todos
modos, los experimentos indicados en esta tesina fueron realizados con una Fraccién D de Maitake en
6ptimas condiciones de mantenimiento.

Hoy en dia, dadas las limitaciones de las terapias convencionales para reducir la tasa de mortalidad por
cancer, muchos esfuerzos se focalizan en la prevencion de la carcinogénesis. La prevencion del cancer
consiste en disminuir la posibilidad de tener cancer, lo cual lleva a estudiar posibles factores de riesgo y
de proteccion. En este marco, se investigan los potenciales efectos de distintos compuestos naturales,
como hierbas y suplementos dietarios, para reducir el riesgo de contraer cancer. Ha sido reportado que
los B-glucanos de Maitake (Fraccién D) poseen la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral ya sea ad-
ministrados en forma oral o por via intraperitoneal [40]. En esta Tesina se investigaron los efectos de dos
extractos purificados de Fraccidon D de Maitake, el Maitake D Fraction Pro4X y la Fraccién D Standard de
Maitake, en la prevencion de la tumorigénesis mamaria en ratones BALB/c. Los resultados obtenidos en
esta Tesina sugieren que la fracciéon D de Maitake, administrada intraperitonealmente previene el 43% de
la tumorigénesis mamaria en ratones BALB/c. En un trabajo previo de Nanba y Kubo [111], ratones Balb/c
fueron tratados con 0,2 mg de Fraccién D de Maitake durante 15 dias consecutivos. Luego indujeron el
proceso tumorigénico mediante la inyeccién del carcinégeno 3-methylcholanthrene y obtuvieron un 69%
de inhibicién de la carcinogénesis hepatica (comparado con un 7% en el grupo control)

Consideramos como conclusion de los experimentos de prevencion que Maitake Pro4X tiene un efecto
mas importante sobre la prevencion de la carcinogénesis que la Fraccion D Standard. Es muy importante
destacar que Maitake Pro4X redujo la mortalidad desde el 40% (observado en los controles) al 14% (ob-
servado en los animales tratados con Maitake Pro4X). Sin embargo, la mortalidad con Maitake Standard
es aun mayor que en los controles. Esto coincide con el menor porcentaje de muerte celular observado en
las células LM3 tratadas con Maitake Pro4X procedente de un frasco abierto tiempo atras con respecto a
las tratadas con Maitake Pro4X “nuevo”. Como se menciond, es posible que el producto se degrade, oxide
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0 cambie su composicion con el paso del tiempo. Cabe destacar que en un trabajo reciente [56] Wu et
al. sugiere que el peroxido de ergosterol (EPO) hallado en Maitake tenia un rol importante en la actividad
apoptotica del hongo. En el futuro estudiaremos la posibilidad de que el EPO esté presente en la Fraccion
D de Maitake y de que el efecto anti-tumoral del extracto se deba al EPO y no a los B-glucanos. Estos
ultimos son probablemente responsables de la estimulacion del sistema inmune que lleva al rechazo de
los tumores [39]. Sin embargo, no puede descartarse una accion conjunta de varios de los componentes
del extracto (B-glucanos, EPO, y otros compuestos). Por lo tanto, como ya se menciond, resultara im-
prescindible en el futuro aislar y caracterizar quimicamente (determinar la composicion y estructura) de
los componentes activos.

La inhibicidon de la metastasis es un punto clave para retrasar la progresion del cancer y prolongar la
sobrevida del paciente. En estudios previos, utilizando ratones, varios autores han reportado han repor-
tado la capacidad de la Fraccidon D de Maitake de prevenir el desarrollo de la metastasis en higado [80]
y pulmén [112]. Se ha sugerido que el mecanismo es por activacion del sistema inmune, lo que facilita la
eliminacién de las células tumorales presentes en la circulacién sanguinea o linfatica. En esta Tesina, se
procesaron los tejidos hepaticos y pulmonares de los ratones tratados con Maitake y sin tratar para veri-
ficar la presencia o ausencia de metastasis en estos 6rganos. En cuanto al tejido hepético, se observan
diferencias entre los distintos grupos. En el grupo control (con tumores pero sin tratamiento con Fraccion
D) se observan vasos muy dilatados y estructuras hepaticas distintas a las normales. En cambio, los
grupos tratados con Maitake Standard o Pro4X no presentan diferencias morfolégicas en comparacion
con los tejidos normales. Sin embargo, mayores estudios son necesarios para determinar con certeza si
las anormalidades histoldgicas de los animales controles se deben a metastasis.

La angiogénesis es un proceso fundamental en el crecimiento tumoral y en la generacion de metés-
tasis. Los resultados que se obtuvieron sugieren que la densidad de vasos sanguineos es menor en
los grupos tratados con ambos extractos de Maitake con respecto al grupo control; a su vez la menor
densidad correspondié al grupo tratado con Maitake Pro4X. Estos resultados concuerdan con un estudio
previo en el que se demostré que un extracto acuoso de Maitake inhibia la angiogénesis inducida por
VEGF tanto in vitro como in vivo [87]. Con respecto a la histologia de los tejidos mamarios, también vale
la pena destacar que los tumores de los animales tratados con Maitake Pro4X presentan menor prolife-
racion y mayor diferenciacion que los del grupo control. Esto concuerda con la idea de que la Fraccion D
de Maitake podria contribuir a disminuir el proceso de carcinogénesis mamaria o la progresion tumoral.

A pesar de los avances en el tratamiento del cancer de mama, aun existen muchos obstaculos que
superar. En muchos casos, el tratamiento no es efectivo debido a la resistencia de los tumores al trata-
miento o debido a la presencia de metastasis. Ademas, los tratamientos existentes pueden producir efectos
secundarios adversos consecuencia de su inespecificidad. Por estos motivos, se buscan con esmero
nuevas alternativas mas benévolas para tratar el cancer, inhibir la metastasis, aumentar la sobrevida y
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Por este motivo, en esta Tesina se estudi6 el efecto de la
Fraccion D de Maitake administrada oralmente en el la tumorigénesis mamaria en ratones BALB/c. En
el tratamiento anti-tumoral con Maitake Pro4X se observd que no existia una reduccion significativa del
volumen tumoral. En un trabajo previo [40], en cambio, otros autores reportaron un 64% de inhibicion del
crecimiento tumoral en ratones C3H/HeN con carcinoma de mama a los que se administraron en forma
oral 0,5 ml de 3,0 mg/ml de Fraccion D (dosis mas de diez veces mayor que la empleada en este trabajo)
que extrajeron directamente del cuerpo fructifero de Maitake (en este trabajo, en cambio, se utilizé un
producto comercial).

Cuando se estudio el efecto co-adyuvante de la Fraccion D de Maitake con la quimioterapia, encontra-
mos una mayor mortalidad en el grupo de ratones tratados con quimioterapia sola. Sin embargo, la com-
binacion de quimioterapia con Maitake Pro4X previno la muerte por toxicidad generada por el tratamiento
quimioterapico ocurrido a la semana de tratamiento en el grupo de quimio solo. Por otro lado, se observo
que la mortalidad era menor en el grupo tratado con Maitake Pro4X solo. Esto puede explicarse si se
tienen en cuenta los efectos secundarios adversos de los tratamientos con Ciclofosfamida y Doxorrubicina
[17, 25, 26]. Ademas, no se utilizd la via clasica de administraciéon de la quimioterapia (via intravenosa)
sino que la administracién fue oral. Coincidentemente, Baselga et al [113] reportaron que la mortalidad en
ratones BALB/c atimicos, a los que se les inyectaron células de cancer de mama y que fueron tratados
con inyeccion intraperitonelal con 100 pg/20g de peso corporal de Doxorrubicina, fue mayor (21%) que
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en los animales controles (13%) a los 15 dias de finalizado el tratamiento. De modo que la mortalidad
inducida por la Doxorrubicina es alta.

Como ocurrié con el tratamiento con Maitake Pro4X, la quimioterapia administrada en forma oral en
una dosis semanal de 4 mg/kg de Doxorrubicina mas + 80 mg/kg de Ciclofosfamida, tampoco redujo el
tamafio tumoral. Este resultado concuerda con el trabajo de Ottewell et al [114], en el que inocularon
células humanas de cancer de mama MDA-MB-436 en ratones nude MF1. Luego de 7 dias administraron
semanalmente 2 mg/kg de peso de Doxorrubicina por inyeccidn intravenosa (via clasica de administracion
de la quimioterapia) durante seis semanas. Al evaluar el crecimiento tumoral, no observaron diferencias
significativas en el volumen tumoral de los animales que recibieron Doxorrubicina con respecto a los con-
troles. En cambio, en otro estudio Riwanto et al [115] observaron una reduccion del crecimiento tumoral
en ratones C3H inoculados con células de cancer de mama que fueron tratados por via intravenosa con
0,013 mg Ciclofosfamida + 0,0156 mg Doxorrubicina.

Posteriormente se realizaron estudios de expresion genética en el tejido mamario de ratones tratados
y sin tratar a fin de determinar si la administracion de Maitake Pro4X inhibia genes especificos del tejido
tumoral. Se eligieron genes cuyo nivel de expresion ha sido relacionada con el fenotipo maligno en célu-
las tumorales y cuya expresién resulté ser modulada por Maitake en estudios previos de nuestro grupo:
ABCG2, CUL3, IGFBPRS, PTEN y SPARC.

Uno de los genes que se analizaron es SPARC, cuyo rol en la carcinogénesis mamaria y en la metas-
tasis es controversial. Algunos estudios han asociado una elevada expresion de SPARC con un pobre
prondstico y menor sobrevida en pacientes de cancer de mama basal y HER2+ [116], carcinoma ductal
invasivo [117] y con un menor tiempo de recurrencia en pacientes con carcinoma ductal in situ [118]. Ade-
mas se ha reportado la ausencia de expresion de SPARC en tumores benignos [117]. Por otro lado, se
han relacionado su baja expresion con menor sobrevida y el peor prondstico en pacientes de los subtipos
luminal A o triple negativo [119]. Ademas, ha sido reportado que la “down-regulacion” de SPARC podria
contribuir a la invasividad de células de cancer de mama MCF-7 [120] y que su expresién enddgena ele-
vada en células de cancer de mama MDA-231 reduciria la metastasis al disminuir su actividad invasiva
[121]. En este trabajo, se hallé que Sparc no se expresa en el tejido mamario normal, mientras que si se
expresa en el tejido tumoral mamario. Estos resultados, coincidentes con el trabajo de Watkins et al [122]
que reportd mayores niveles de transcripto de Sparc en tejido tumoral mamario en comparacion con el
tejido mamario normal, sugieren que la expresion de Sparc esta relacionada con la carcinogénesis ma-
maria. Por otra parte, los resultados obtenidos no son concluyentes en cuanto al efecto que podria tener
Maitake en la expresion de Sparc, puesto que el nivel de expresion de Sparc es variable en los tumores
de ratones tratados con Maitake Standard o Pro4X.

Otro gen cuya expresion estudiamos en los tejidos mamarios es Pten, un gen supresor de tumores
que regula negativamente la via oncogénica de phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt. La expresion
reducida de PTEN se ha asociado a un fenotipo de cancer de mama agresivo, con metastasis y con pobre
prondstico [93, 94]. Ademas, la expresién de PTEN se ha correlacionado negativamente con el tamano y
estadio tumorales, y la expresion de ER y PR [123]. In vitro, el “knockdown” de PTEN en células de cancer
de mama MCF-7 promovié la proliferacién celular [124]. Contrariamente a los estudios previos, en este
trabajo Pten no se expresa en tejido mamario normal, pero si en los tejidos tumorales.

También se estudio la expresion de Cul3 en los tumores de los animales tratados con Maitake y sin
tratar. CUL3 juega un rol importante en la degradacién de proteinas por el proteosoma [125]. La pérdida
de expresion de CUL3 ha sido detectada en una amplia serie de canceres humanos de higado y corre-
lacionada directamente con la des-diferenciacion tumoral [96]. Recientemente, su nivel de expresién se
ha correlacionado con el estadio tumoral en tejidos mamarios [125]. La proteina se ha detectado en altos
niveles en carcinomas invasivos, mientras que no se detecta en las lesiones tempranas; y su expresion se
ha visto aumentada en la progresion de carcinoma ductal in situ a carcinomas invasivos [125]. Asimismo,
CULS3 se ha visto involucrado en la ubiquitinacion del “breast cancer metastasis suppressor 17 (BRMS1),
que inhibe la metéastasis [126]. En este trabajo no se observaron diferencias en la expresion de Cul3 en
los tejidos mamarios de los ratones con y sin tumor, ni en los de los animales tratados con Maitake Pro4X
y sin tratar; de modo que no se puede asociar su nivel expresion con el proceso tumorigénico.
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ABCG2 esta involucrada en la resistencia a multiples drogas de los tumores de mama [97, 98, 127,
128]. Transporta especificamente distintos agentes quimioterapéuticos y esta involucrado en el desarrollo
de resistencia a multiples drogas en células cancerosas. Se ha visto aumentada su expresion en la linea
celular de cancer de mama MCF-7 resistente a Mitoxantrona con respecto a la linea MCF-7 sensible a
Mitoxantrona [128]. Los resultados obtenidos indican que Abcg2 no se expresa en tejido mamario nor-
mal, pero si en los tejidos tumorales. Asimismo, no se puede establecer una asociacion entre su nivel de
expresion y la administracién de Maitake.

Finalmente estudiamos la expresion de Igfbp5. Se ha reportado que IGFBPS previene el crecimiento
de células de cancer de mama humano in vitro e in vivo, causando un arresto del ciclo celular en fase
G2/M e induccion de apoptosis asociada al aumento de la expresion del factor pro-apoptético BAX a nivel
de ARNm y disminucion de la expresion del anti-apoptético BCL-2 [95]. Se ha observado también que
una reduccioén en la expresion de IGFBP5 conferia resistencia al Tamoxifeno in vitro en células humanas
de cancer de mama MCF7 [129]. Ademas, la baja expresion de igfbp5 se ha asociado con una menor
sobrevida total en pacientes con cancer de mama luego del tratamiento con Tamoxifeno [129]. Asimis-
mo, se ha reportado que igfbp5 estimula la adhesion mientras que inhibe la migracion celular, por lo que
podria reducir el potencial metastasico de las células [130]. Por otro lado, el nivel de expresion de Igfbp5
se ha visto up-regulado en tejido de cancer de mama invasivo y en el tejido normal adyacente [131] y se
ha relacionado la expresion de igfbp5 con un pobre prondstico en pacientes con cancer de mama [131].
Ademas se ha reportado que la sobreexpresion de igfbp5 contribuye a la invasividad y progresion tumo-
ral de distintos canceres [132]. En este trabajo no se observé una diferencia en el nivel de expresion de
igfbp5 entre los tejidos mamarios tumorales y normales, por lo que no se puede establecer una relacion
entre la expresion de dicho gen y el desarrollo de la tumorigénesis. Tampoco se obtuvieron diferencias
entre los tumores de los animales tratados y sin tratar con Maitake Pro4X o Standard, por lo cual Maitake
no ejerceria un efecto sobre la expresion de Igfbp5.
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CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos que el tratamiento con la Fraccién D de Maitake puede estimular la
muerte celular en células tumorales LM3 en cultivo. Este efecto aumenta en funcién de la dosis y del
tiempo de incubacion.

Los resultados sugieren ademas que esta fraccion, administrada intraperitonealmente, previene el
desarrollo de tumorigénesis mamaria, aumenta la sobrevida y disminuye el proceso de angiogénesis en
ratones. Aunque aun falta determinar cual es la sustancia activa del extracto y el mecanismo molecular
por el cual actua, en el futuro podria ser empleado como agente preventivo de la carcinogénesis mamaria
en poblaciones de riesgo.

Por otro lado, los resultados sugieren que la Fraccion D de Maitake, administrada a ratones con tumo-
res de mama, aumenta la sobrevida total de los mismos. Es interesante destacar que Maitake no actua
como co-adyuvante de la quimioterapia, aunque podria proteger de sus efectos adversos. Los efectos
benéficos de Maitake, de comprobarse, podrian ser de utilidad para el tratamiento de pacientes con cancer
que reciban quimioterapia o radiacion.
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