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RESUMEN

Los tratamientos quimioterapéuticos inducen una serie de efectos secundarios, tales
como neutropenia leucopenia, anemia y trombocitopenia, afectando la calidad de vida de
los pacientes con cancer. El agente 5-fluorouracilo (5-FU) es manejado en diferentes
estudios como modelo de mieloablacion en ratones. El extracto dializable de leucocitos
bovino (EDLb) o IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es un compuesto inmunomodulador
que posee efectos antioxidantes y antinflamatorios. El objetivo de este trabajo fue
investigar el efecto quimioprotector del ICRP en células de médula 6sea. Se realizaron
ensayos de conteo total de células de médula 6sea, unidades formadoras de colonias de
granulocitos/macrofagos (UFC-GM), ciclo celular, inmunofenotipificacion, deteccién de
ROS, superdxido y Nrf2 por citometria de flujo, cortes histologicos y analisis
hematologicos. Nuestros resultados demuestran que el ICRP aumenta el nimero de
células de medula oOsea, el nimero de UFC-GM, el porcentaje de leucocitos,
granulocitos, y poblaciones eritroides, reduce la formacion de ROS y superoxido, asi
como la activacion de Nrf2, mejora los niveles hematologicos y aumenta el peso en
ratones tratados con 5-FU. Estos resultados sugieren que el ICRP tiene un efecto
quimioprotector contra el 5-FU en las células de médula ésea y puede ser utilizado en

pacientes con cancer.



ABSTRACT

Chemotherapy treatments induce a number of side effects, such as leukopenia
neutropenia, anemia and thrombocytopenia, affecting the quality of life for cancer
patients. 5-Fluorouracil (5-FU) is wieldy used as myeloablative model in mice. The
bovine dialyzable leukocyte extract (bDLE) or IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) is an
immunomodulatory compound that has antioxidant and anti-inflammatory effects. In
order to investigate the chemoprotection effect of ICRP on bone marrow cells

In 5-FU treated mice, total bone marrow (BM) cell count, bone marrow colony forming
units-granulocyte/macrophage (CFU-GM), cell cycle, immunophenotypification,
ROS/superoxide and Nrf2 by flow cytometry, and histological and hematological
analyses were performed. Our results demonstrated that ICRP increased BM cell count
and CFU-GM number, increased the percentage of leukocyte, granulocytic, and
erythroid populations, reduced ROS/superoxide formation and Nrf2 activation, and also
improved hematological levels and weight gain in 5-FU treated mice. These results
suggest that ICRP has a chemoprotective effect against 5-FU in BM cells that can be

used in cancer patients.

VI



1.- INTRODUCCION

El cancer es considerado la segunda casusa de muerte a nivel mundial y en los altimos
afios se ha demostrado que el uso de altas dosis de quimioterapia mejora la tasa de
sobrevida en los pacientes, sin embargo, la calidad de vida de los pacientes es
disminuida, ya que cursan con efectos secundarios como la mielosupresion,

trombocitopenias, alteraciones en la coagulacion, entre otros.

En la actualidad existen estudios que comprueban la proteccion a la médula dsea
después del uso de agentes quimioterapéuticos por diferentes compuestos como L-
carnitina, escualeno, derivados de plantas como la Actinida agruta y la Astilbe chinensis.

Se han descrito efectos positivos dados por extractos dializables de leucocitos humanos,
en la recuperacion de la hematopoyesis en ratdn después de ser irradiados, por otro lado,
observaciones clinicas realizadas en nuestro equipo de trabajo sustentan que pacientes
bajo tratamiento quimioterapéutico junto con el extracto dializable de bovino o
IMMUNEPOTENT CRP fabricado en el Laboratorio de Inmunologia y Virologia no

cursan con los efectos secundarios dados por la quimioterapia.

Por esta razon, nos resultd de gran interés desarrollar un proyecto donde se demuestre
que el IMMUNEPOTENT CREP tiene efecto protector sobre las células de médula 0sea,

después de ser expuestas al agente 5-Fluorouracilo.



2.- ANTECEDENTES

2.1 Céancer

El cancer es considerado como una enfermedad genética de células autbnomas que
resulta de alteraciones en oncogenes, genes supresores de tumores o estabilidad del

genoma, entre otras causas (Zitvogel et al., 2013).

El cancer es un problema de salud publica (“Infocancer. Resumen,”) siendo desde el
2008 la primera causa de muerte a nivel mundial. En México es la tercera causa de
muerte y cada afio se suman mas de 128,000 casos nuevos (INEGI). En 2012 el namero
de nuevos casos de cancer fue de 65.5 mil en hombres y de 82.4 mil casos en mujeres
(“Infocancer. Resumen,”). Estudios anteriores demuestran que el nimero de muertes,
por cancer en México incrementa un 2.91% por afo (Aldaco-Sarvide et al., 2012). En la

figura 1 se muestra la principal causa de muerte por cancer en México del 2000 al 2010.

7 I;omehfaje ' Porcemaje ”Lugara'ﬁo

muertes muertes 2010
2010* 2000*
Puimén o% | 108% |
Estomago | % | eew 2
Prostata 73% | 66% 5
Higadoy VB | 7% | aw 4
Mama | e8% | 6% 6
Colorrecta | sa% | 4w 9
CaCu 5.3% 7.9% 3
Leucemias | 53 | 57% 7
Pancreas 4.8% 45% 8
LNH | 28 | 27% 10

FIG 1: Total de muertes por cancer en México del afio 2000 al
2010. CaCuU: cervico-uterino; LNH: linfoma no Hodgkin.
(aldaco-Sarvide et al., 2012).



2.2.- Quimioterapia

La quimioterapia es el tratamiento de eleccion para los cientos de miles de pacientes de
cancer diagnosticados cada afio (Carey and Burish, 1988) ya que puede tratar a gran
variedad de tumores sélidos (Sudhakar, 2009) .

La cirugia y la radioterapia dominaron el campo de la terapia contra el cancer en la
década de 1960, nuevos datos mostraron que la combinacion con quimioterapia
disminuye el progreso de la enfermedad en pacientes con diversos tipos de cancer
(DeVita and Chu, 2008). La figura 2 muestra los avances obtenidos en el desarrollo de

distintas quimioterapias y tratamientos en contra del cancer.
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Figura 2: Historia de la quimioterapia (DeVita and Chu, 2008).



La mayoria de los agentes quimioterapéuticos ejercen su funcion en células en division y
se pueden clasificar segin su toxicidad asociada al ciclo celular (ejemplo: agentes
especificos de fase, especificos o no especificos del ciclo celular) o a sus mecanismos de
accion (ejemplo: agentes alquilantes, antimetabolitos, andlogos de pirimidina) (Sarah
Payne and David Miles, 2008).

2.2.1. Efectos secundarios de la quimioterapia

Lamentablemente la accion que ejerce la quimioterapia no es especifica a células
tumorales, teniendo como consecuencia efectos toxicos en células normales (Sarah
Payne and David Miles, 2008), resultando en efectos secundarios no deseados para el
paciente (Sun and Peng, 2008).

Algunos efectos secundarios por los que padece un paciente que recibe quimioterapia
son nauseas, vomitos, estomatitis, anorexia, entre otros; (Carey and Burish, 1988). Otros
efectos secundarios que limitan el uso de altas dosis quimioterapéuticas son los
asociados a la mielosupresion, ya que la médula Osea se ve afectada directa o
indirectamente por estos agentes, por su alta tasa de proliferacion (Ferreiro et al., 2003;
Friberg and Karlsson, 2003), estos son las neutropenias, anemias, leucopenias y
linfopenias que dan como resultado una inmunosupresion sistémica afectando la calidad
de vida de los pacientes (Crawford et al., 2004; Groopman and Itri, 1999; Kadoyama et
al., 2012; Zitvogel et al., 2013).

2.3. 5- Fluorouracilo

El primero en informar sobre la sintesis del 5-Fluorouracilo (5-FU) y su actividad
biologica fue el equipo de trabajo del doctor Charles Heidelberger (Heidelberger et al.,
1957). Posee una estructura analoga al uracilo, con la sustitucién de un atomo de fltor
en lugar de hidrégeno en la posicién C5, por lo tanto es un agente quimioterapéutico
analogo de pirimidinas (Shirasaka, 2009). Se utiliza ampliamente para el tratamiento de

una variedad de tumores, incluyendo colo-rectal, de mama, y los carcinomas de higado

4



(Grem, 2000; Prado et al., 2007; Rubbia-Brandt et al., 2004; Zitvogel et al., 2013). Su
vida media varia de entre 8 a 22 minutos y se disemina rapidamente a médula dsea,
intestino delgado, rifiones e higado (Diasio and Harris, 1989), es eliminado en su
mayoria (90%) por metabolismo hepético y poco méas del 5% de la droga es excretada
intacta en la orina después de 24 horas (Schilsky, 1998).

Entra a la célula por transporte facilitado, y dentro de las primeras 24 horas se observa
una citotoxicidad en la fase S del ciclo celular debido a los efectos sobre el DNA y
después de las 24 horas, la toxicidad tiene efecto en la fase G1 (Longley et al., 2003).

Para que el 5-FU ejerza su accién toxica en células normales o tumorales debe ocurrir un
proceso de anabolismo en ceélulas con actividad proliferativa, la enzima
Dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) es la responsable de la reduccion de la doble
union del anillo de pirimidina, después, el 5-FU es convertido en metabolitos activos:
fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodeoxirudina trifosfato (FAUTP) y la
fluorouridina trifosfato (FUTP) (Diasio and Harris, 1989; Longley et al., 2003; Schilsky,
1998; Shirasaka, 2009).

El 5-FU ademas inhibe la timidilato sintasa y, por lo tanto, interfiere con la sintesis del
ARN vy del ADN. Para incorporarse al RNA, el fluorouracilo se debe transformar en
monofosfato de fluorouracilo, lo que se puede producir de dos maneras (Zitvogel et al.,
2013):

a) Mediante la transferencia directa de una ribosa desde el fosforibosilpirofosfato al
5-fluoruracilo, en donde esta transferencia es catalizada por la &cido-orético-
fosforibosiltransferasa.

b) Adicion de una ribosa al 5-fluoruracilo mediante la uridina-fosforilasa para
formar la fluorouridina. Seguida de una fosforilacion con uridina quinasa para
generar el monofosfato de fluoruracilo. Este dltimo experimenta dos
fosforilizaciones secuenciales a través de la pirimidina monofosfato quinasa y
pirimidina difosfato quinasa, respectivamente. El trifosfato de fluoruracilo es

entonces incorporado al ARN, blogueando la actividad del ARN y su sintesis.



Sus efectos sobre el ADN se dan cuando el fluoruracilo es transformado en
fluorodeoxiuridina mediante la accion de la timidina fosforilasa y luego a
fluorodeoxiuridina monofosfato a través de la timidina quinasa. Alternativamente, la
fluorodeoxiuridina monofosfato puede formarse indirectamente mediante la conversion
de la fluorouridina difosfato a fluorodeoxiuridina difosfato y luego a fluorodeoxiuridina
monofosfato. Esta ultima es capaz de formar un enlace covalente, firme pero reversible
con la timidilato sintasa en presencia de metilentetrahidrofolato. La unién de la
fluorodeoxiuridina monofosfato a la timidina sintasa, bloquea la sintesis del timidilato a
partir del uracilo. Como el timidilato es el precursor de la timidina trifosfato, uno de los
cuatro desoxirribonucleétidos necesarios para la sintesis de ADN, su deficiencia
ocasiona la deplecion del trifosfato de timidina y la interrupcion de la sintesis de ADN
(Zitvogel et al., 2013).

Ademas, tanto la fluorodeoxiuridina monofosfato como la fluorodeoxiuridina difosfato
pueden ser convertidas a fluorodeoxiuridina trifosfato que puede ser incorporada al
ADN mediante la DNA-polimerasa en lugar de la timidina trifosfato ocasionando un
ADN aberrante. Todos estos eventos llevan a la muerte de la célula (Longley et al.,

2003). La Figura 3 muestra el anabolismo del 5-FU, asi como su estructura quimica.
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Figura 3: Estructura quimica y metabolismo del 5-
Fluorouracilo (McWhirter et al., 2013).

Otras caracteristicas del 5-FU es la alteracién que causa en la membrana celular al
cambiar su estructura carga (Diasio and Harris, 1989), puede aumentar la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Focaccetti et al., 2015), e inducir la expresion de
las proteinas de choque térmico en las células tumorales para facilitar su captacion por

las células dendriticas y la posterior presentacién cruzada de antigenos tumorales
(Zitvogel et al., 2013).



2.3.1.- 5-FU y complicaciones en médula dsea

Desde los afios 70"s se sabe que el 5-FU es capaz de causar dafio significativo en las
células de la médula désea al ser altamente sensible y que su toxicidad puede ser un
problema grave, que causa una morbilidad o mortalidad severa (Guest and Uetrecht,
2001; Lu et al., 2012; Trainor and Morley, 1976); el uso de este farmaco esta asociado a,
mucositis, diarrea, nduseas, erupcion cutanea, vomitos, alopecia, fatiga y mielosupresién
significativa; esta Ultima reflejada en neutropenia, eritropenia periférica,
trombocitopenia y leucopenia, ademas de eritropenia medular y granulocitopenia (S. D.
Harrison et al., 1978; Prado et al., 2007) la expresion maxima de neutropenia se ve
alrededor de los 7 a 14 dias iniciando su recuperacion alrededor del dia 22 (Ferreiro et
al., 2003).

Histologicamente se observo que el uso de 5-FU (150mg/kg i.v.) en ratones, disminuye
el nimero y tamafio de las células del compartimiento medular, afectando a las células
inmaduras desde las primeras 24 horas; encontrando que la recuperacion se da
aproximadamente 7 dias después (Radley and Scurfield, 1979), esta disminucion se da

tanto en células de origen mieloide y linfoide (Ramshaw et al., 1995).

Dosis pequefias de 5-FU (75mg/kg) causan mielo-toxicidad media, incrementa los
niveles de hemoxigenasa (HO), disminuye las UFC e induce estrés oxidativo en células

de médula ésea (Numazawa et al., 2011).

2.4 .- Estrés oxidativo

Como se menciond anteriormente el 5-FU es capaz de inducir estrés oxidativo el cual es
causado por un desequilibrio entre la produccién de especies reactivas del oxigeno y la
capacidad de sistemas biologicos de detoxificar y reparar el dafio resultante. Las
especies reactivas de oxigeno son moléculas o iones formados por uno o mas electrones

no apareados de oxigeno, se producen por procesos metabdlicos, e incluyen, entre otros,



a especies como el radical hidroxilo (OH), éxido nitrico (ON) el peroxido de hidrogeno
(H202) y el superdxido (O;) (Kasiappan and Safe, 2016; Weydert and Cullen, 2010).

El anion superdxido se forma por la reduccion del oxigeno molecular en estado triple
(30y); la enzima superoxido dismutasa (SOD) convierte el superéxido en peréxido de
hidrégeno y oxigeno (O,), despues la glutation peroxidasa convierte al perdxido de
hidrdégeno en agua (Droge, 2002).

Los niveles de ROS son formados por varios sistemas enzimaticos, entre ellos la cadena
de transporte de electrones de la mitocondria, enzimas del citocromo P450,
lipooxigenasas y ciclooxigenasas (Kasiappan and Safe, 2016). Estos reaccionan con
varios blancos intracelulares incluyendo lipidos, proteinas y ADN. El incremento de los
niveles de ROS es citotoxico mientras que niveles bajos son necesarios para regular
mecanismos fisiologicos incluyendo diferenciacion celular, apoptosis, proliferacion,
adhesion celular y amplificacion de la respuesta inmune (Drdge, 2002; Weydert and
Cullen, 2010), dentro de los efectos citotoxicos de ROS podemos mencionar, el arresto
en el ciclo celular, senescencia (Kasiappan and Safe, 2016) y muerte por apoptosis en

varios tipos de células (Drége, 2002; Yamauchi et al., 2013).

Para que las especies reactivas de oxigeno o de nitrégeno jueguen un papel importante
en el buen funcionamiento de las células, debe de existir un balance entre ROS y los
antioxidantes para que la célula se encuentre en homeostasis y para que el dafio celular
solo exista si presenta un aumento en estos oxidantes o una disminucién en los
antioxidantes; entre los factores de transcripcion que se activan por ROS destacan el
Factor nuclear kB (NFxB), la proteina activadora 1 (AP1), p53, Factor inducible de
hipoxia (HIF-1) y los factores relacionados al Factor nuclear eritroide-2 (NrF2) (Liu et
al., 2005), el cual ha surgido como un regulador de resistencia celular a oxidantes (Ma,
2013).



Este factor de transcripcion pertenece a un miembro de proteinas con un caracteristico
“zipper” o cierre de leucinas (bZip) en la region C-terminal, la region bésica corriente
arriba de bZip es la responsable de la unién al ADN (Fainstein, 2007). Nrf2 es expresado
de manera constitutiva en todas las células, de modo que existe una proteina encargada
de regula su actividad, llamada Keap 1 (Kealch-like erythroide cell-derived protein), la
cual impide el paso de Nrf2 al nucleo en un 80%, al no ser activado es degradado por el
proteosoma, resultando en una vida media de 20 minutos, en la mayoria de los diferentes

tipos celulares (Rushworth and MacEwan, 2011).

La activacion de Nrf2 es llevada a cabo por diferentes agentes tanto exdgenos por
ejemplo algunas quimioterapias 0 enddgenos como las prostaglandinas, éxido nitrico
(Akhdar et al., 2009) o especies reactivas de oxigeno (Lindl and Jordan-Sciutto, 2008;
Zucker et al., 2014) y es translocado al nucleo, donde heterodimeriza con las proteinas
Maf pequefias (MafG, MafK y MafF), con las Maf grandes (c-Maf) o con otras proteinas
bZIP como c-Fos, Fral,p45-NF-E2, Bachl y Bach2 (Fainstein, 2007). Estas proteinas se
unen a la secuencia de Elementos de Respuesta Antioxidantes (ARE) para dar lugar a la
activacion de ciertos genes, y al metabolismo de drogas, defensas antioxidantes y
sefalizaciones oxidantes, después de esta activacion se despliegan ciertos mecanismos
de regulacion, para mantener la homeostasis, como la competicion de Bachl ( BTB and
CNC homolog 1) por las proteinas Maf (Ma, 2013).

Algunos de los genes blanco de Nrf2 son, Hemo-oxigenasa 1 (Ho-1), Quinone-
oxidoreductasa 1 (NQO1), Glutamato-cisteina Ligasa (GCL), Glutation S-transferasa
(GST), Proteinas asociadas a multidrogo resistencia (MRP), Superdxido dismutasa
(SOD), (Lindl and Jordan-Sciutto, 2008; Rushworth and MacEwan, 2011) es decir
media la induccién de enzimas metabolizadoras de drogas (DMEs por sus siglas en

inglés Drug metabolizing enzymes) (Ma, 2013).
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En afios recientes se ha descrito una “doble cara” de Nrf2 y sus genes rio-abajo que
cuando son sobre-expresados ya sea en muchas lineas celulares de cancer o en tejidos de
cancer humano, incrementan la capacidad de proliferacion celular incrementando la

resistencia de estas células a la quimioterapia (Lau et al., 2008).

2.5 Médula 6sea

La médula dsea es el tejido comprendido en el centro y epifisis de los huesos; donde la
sangre es producida (hematopoyesis), posee un componente hematopoyético
(parénquima) y un componente vascular (estroma) (Zhao et al., 2012). El estroma de la
médula désea ofrece a las células madre y a las células progenitoras un microambiente
para su diferenciacion (Welsch and Sobotta, 2009). La meédula dsea esta compuesta por
diferentes tipos de células, incluyendo células sanguineas y sus precursores, células
adventicias, adipocitos y macrdfagos; es la responsable de la produccion de eritrocitos,
granulocitos, monocitos, linfocitos y plaquetas, ademas es extensamente irrigada e
inervada (Travlos, 2006).

Dentro de todos los tipos de células anteriormente mencionadas existen dos poblaciones
de células madre: las células madre hematopoyéticas (HSC), que dan lugar a todos los
linajes maduros de la sangre, y células madre mesenquimales (MSC), que pueden
diferenciarse en hueso, cartilago y grasa (Grove et al., 2004; Short and Wagey, 2013).
Las células madre se definen como células que tienen la capacidad de perpetuarse a
través de la auto-renovacion y generar células maduras de un tejido particular a través de
la diferenciacion (Grove et al., 2004; Hall and Watt, 1989; Reya et al., 2001).

La médula 6sea es capaz de producir alrededor de 3 mil millones de eritrocitos, 2.5

millones de plaquetas y 1.5 mil millones de granulocitos por kilogramo de peso corporal

cada dia por medio de la hematopoyesis (Rodak, 2005).
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2.5.1 Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso por el cual madura la progenie funcional de los ocho
principales linajes de células de la sangre; se producen a partir de una jerarquia de
progenitora progresivamente menos madura y de células madres (Alexander, 1998) y se
limita a ciertas regiones en el adulto, como las vértebras, costillas, esternon y las epifisis
proximales del himero y de fémur (Welsch and Sobotta, 2009). Distintos componentes
del estroma medular juegan un papel importante en la regulacion de esta (Castro-
Malaspina et al., 1980).

La hematopoyesis es un proceso continuo, pero puede ser dividida en diferentes fases
(Travlos, 2006):

1. La primera involucra células madre pluripotentes, las cuales tienen la propiedad
de auto-renovacion y diferenciacion. Estas células pueden dar origen a todo tipo
de células hematopoyéticas (eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos y
plaquetas).

2. La segunda se da cuando las celulas poseen una limitada capacidad de auto-
renovacion y una alta capacidad de diferenciacion y de desarrollar células
maduras, estas células son multipotentes y son capaces de formar colonias de
granulocitos (neutrofilos, eosinofilos o basoéfilos), eritrocitos, monocitos y
megacariocitos (UFC-GEMM).

3. La tercera fase ocurre cuando las células madre comprometidas se diferencian
hacia células progenitoras de linaje especifico bajo la influencia de factores de
crecimiento. Estas células progenitoras son capaces de dar lugar a unidades
formadoras de colonias de megacariocitos (UFC-Meg), unidades de estadillo
eritroide (BFE-E) o unidades formadoras de colonias de granulocitos vy
monocitos (UFC-GM). Estas células progenitoras se convierten en células
precursoras o “blastos” y posteriormente, son formadas las células que circularan

en sangre (Figura 4).
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Figura 4: Esquema representativo de la hematopoyesis (Travlos, 2006).

La cuantificacion de unidades formadoras de colonias de granulocitos-macréfagos
(UFC-GM) vy las unidades formadoras de eritroides (BFU-E) mediante el cultivo a corto
plazo en medios semisolidos, proporciona informacién sobre el compromiso del linaje y

potencial proliferativo de la médula 6sea (Sheikhzadeh et al., 2001).

De las células que son totalmente maduras aproximadamente, un 62.63% son leucocitos
CD45" y un 37.8% de células CD 45 o eritroblastos (Pdsel et al., 2012), un 8-20% de las
células mononucleares son linfocitos y un 20-30% son células mieloides o granulocitos
con un fenotipo Gr-1" - CD11b" (Francke et al., 2011; Zhao et al., 2012), (Fig5).
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(Francke et al., 2011).

2.5.1.1.- Eritropoyesis

La eritropoyesis es la formacion de eritrocitos y ocurre en unidades anatomicas dentro
de la médula désea llamadas islas eritroblasticas (Travlos, 2006). Se han identificado
varias etapas de diferenciacion de las células eritroides, las cuales proceden de
progenitores eritroides (BFU-E), que son diferenciadas a proeritroblasto,
subsecuentemente a eritroblasto basofilo, policrométicos y a eritroblasto ortocromatico,
finalmente la célula es diferenciada a eritrocito maduro (Ripich and Jessberger, 2011;
Socolovsky et al., 2001).

El marcador de superficie especifico de linaje eritroide, Terr 119, es expresado en los
precursores subsecuentes al proeritroblasto, igualmente el marcador CD71 es expresado
en etapas tempranas de los precursores eritroides principalmente en proeritroblastos y
eritroblastos basofilicos tempranos (Socolovsky et al., 2001), con la ayuda de estos
marcadores y la citometria de flujo se pueden identificar las diferentes etapas de
maduracién; regién | representa a proeritroblastos (Terrl19"¥°CD71%"), region II
eritroblastos baséfilicos (Terr119°CD71%"), regién 111 eritroblastos policrométicos
(Terr119*°CD71™%°) y la regi6n IV de eritrocitos ortocromaticos y eritrocitos maduros
(Terr119*°CD71°°) (Fig6) (Leung et al., 2007; Srinoun et al., 2009).
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2.5.1.2 Granulopoyesis

La granulopoyesis consiste en el proceso que permite la generacion de los neutrofilos,
basofilos y eosinofilos. Se genera a partir de la linea mieloide. Las células progenitoras
de granulocitos-monocitos (UFC-GM) son las células destinadas a convertirse en
neutrofilos o macrofagos. Estas células pasan de un estado progenitor a un estado
precursor de monoblastos (UFC-M) o mieloblastos (UFC-G), estas ultimas son
neutrofilos primitivos y se pueden ser diferenciados morfoldégicamente (Kozutsumi,
1996).

A partir de este mieloblasto, se diferencia en promielocito después a mielocito el cual se
convertird en metamielocito basofilo, acidofilo o neutréfilo (Manascero-G., 2003).
Como se menciond anteriormente los granulocitos poseen un fenotipo CD11b*-Gr1".
Morfolégicamente las células CD11%" Gr1"¥° consisten en células con nicleo en forma
de anillo y poca condensacion central caracteristica de granulocitos inmaduros (bandas),
por otro lado, la poblacion CD11%" Gr1*™ son de nlicleo mas condensado y con
acumulacion de granulos citoplasmaticos, tipico de granulocitos maduros (Yang et al.,
2011).
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La medula 6sea forma aproximadamente 1-2 x 10™ de neutréfilos al dia, y estos salen
rdpidamente de la médula 6sea cuando existe una infeccién o algun tipo de estrés (Zhao
etal., 2012).

2.5.2 Microambiente medular

El control de la hematopoyesis implica interacciones celulares intimas entre el desarrollo
de células sanguineas y elementos estromales asi como la regulacion de las citoquinas
solubles, que pueden actuar a nivel local en el entorno de la médula 6sea o en lugar del
tejido remoto (Alexander, 1998a).

En la médula Osea existen factores ambientales que son esenciales para regular la
latencia de las HCS en el adulto como la quimosina CXCL12/SDF-1, el factor de células
madre (SCF), la angio-eritropoyetina-1 (Ang-1), interleucina 3 (IL-3) y la
trombopoyetina (TPO) (Gothot et al., 1998; Ladd et al., 1997; Wilson et al., 2009).

El SCF, es codificado por el gen Sf, es una proteina que se une al receptor de c-kit, esta
presente en forma soluble y transmembranal, resultado de un splicing alternativo. El
SCF promueve la proliferacion y diferenciacion de las células madre hematopoyéticas, y
lo producen diferentes tipos de células como los fibroblastos (Ikuta et al., 1992). EI SCF
y c-kit tienen un papel importante en la megacariopoyeésis e interactia con otras
citocinas para promover las células madre linfoides y mielo-eritroides, ademas son
conocidos como los principales estimuladores hematopoyéticos en la quimioterapia o en

mielo-supresién inducida por radiacion (Raghavendran et al., 2012).

La IL-3 actla como una sefial para estimular la proliferacion y diferenciacion de células
progenitoras hematopoyéticas, acelera la recuperacion de las plaquetas circulantes,
neutrofilos y monocitos y reduce algunos agentes quimioterapéuticos (Alexander,
1998b; S. D. J. Harrison et al., 1978; Raghavendran et al., 2012). Se ha observado que
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mejora en un 77% el recuento absoluto de neutrofilos y en un 33% el recuento de

plaquetas en pacientes bajo quimioterapia (Nand et al., 1994).

La interleucina 6 (IL-6) puede promover o inhibir el crecimiento de células tumorales,
dependiendo del tipo de célula. ActGa en concierto con IL-3 para inducir a los
progenitores pluripotentes de bazos murinos y con el factor estimulante de colonias de
macrdfagos (M-CSF) para estimular el nimero y tamafio de las unidades formadoras de
colonias de macrofagos (UFC-M) (Ikebuchi et al., 1987).

La interleucina 1 (IL-1) es uno de los factores principales en el mecanismo de defensa
biolégica que mejora la restauracion de las células madre y de las subpoblaciones
progenitoras en la médula 6sea murina, ademas acelera la recuperacion hematopoyetica

en ratones con mielosupresion inducida por quimioterapia (Dinarello, 1989).

La interleucina 12 (IL-12) y la IL-1estimulan los precursores de células de la médula
O0sea muestran actividades quimioprotectoras, promueven el ciclo células de los

precursores celulares (Dalmau et al., 1997).

El factor de crecimiento tumoral- B (TGF-B) y el factor de necrosis tumoral- a (TNF-a)

son conocidos por su capacidad de detener el ciclo celular de las células
hematopoyéticas primitivas (Copley et al., 2012; Dalmau et al., 1997; Guest and
Uetrecht, 2001). EI TNF es un potente inhibidor de la eritropoyesis que suprime el
crecimiento de progenitores eritroides y mieloides in vitro e inhibe significativamente el
crecimiento de las BFU-E (Gd et al., 1987).

2.6 Quimio-protectores

Se han realizado grandes esfuerzos relacionados al tratamiento de las reacciones
secundarias derivadas del efecto de la quimioterapia. Desde los 80°s se sabe que el

péptido hemato-regulador pEEDCK (PyroGlu-Glu-Asp-Cys-Lys) que fue purificado a
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partir de los granulocitos humanos maduros reduce la duracion de neutropenia inducida
por arabinofuranosilciteina (Ara-C) (Paukovits and Laerum, 1982). En afios posteriores
se demostré que ademas aumenta el rendimiento de las UFC-GM después del
tratamiento con 5-FU (Paukovits and Paukovits, 1995).

Ciertos factores de crecimiento y citocinas como el G-CSF y la IL-1 aceleran la
recuperacion de las células madre y neutrofilos de sangre periférica tras la
administracion del 5-FU a ratones, acompafiado de la regeneracion de UFC-GM (Moore
and Warren, 1987).

Otro protector enddgeno es el AcSDKP (&cido-lisina-prolina) que ha demostrado
aminorar la toxicidad hematopoyética y ofrecer una proteccion contra las dosis letales
del 5-FU, ademés protege a los ratones de la toxicidad hematoldgica debido a la

quimioterapia (Comte et al., 1998).

Una dosis de 154 mg/kg de amifostie (ETHYOL ®) previos a la inyeccion de 200mg/kg
de ciclofosfamida en un modelo murino produjo una proteccién de los progenitores
eritroides de la médula Osea, esto fue demostrado por el aumento en las CFU-E (Aguirre
et al., 2000).

Hablando de compuestos naturales, la catequina (+) aislada de la planta Actinidia arguta
acelerd la recuperacion en la cantidad de globulos blancos y plaquetas en los ratones
tratados con 5-FU, mediante citometria de flujo se comprobd que la catequina (+)
revirtio la supresion de poblacion leucocitaria, monocitica y granulocitica siendo mas

selectiva la recuperacion con esta poblacion (Takano et al., 2004).
El equipo de Abb-Allah comprob6 que la L-Carnitina detiene la apoptosis inducida por

el carboplatino y mejora la funcion de los progenitores de la médula 6sea, al aumentar el
namero de UFC en respuesta a los GM-CSF (Abd-Allah et al., 2005).
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El escualeno reduce significativamente la pérdida de peso inducida por el cisplatino y el
carboplatino en un modelo murino, al aumentar el nimero de UFC hematopoyéticas, al
reducir las especies reactivas de oxigeno e incrementar los niveles de glutation S-
transferasa (Das et al., 2008).

En el 2008 se puso a prueba la actividad protectora de la planta Astilbe chinensis, en
contra de la citotoxicidad inducida por ciclofosfamida en un modelo murino y se
observo un aumento significativo en el namero de células medulares, y en el conteo de

células blancas periféricas (Sun and Peng, 2008).

Uno de los estudios mas actuales demostr6 que el Panax ginseng mejora
significativamente la mielopoyesis in vitro y reconstituye la médula 6sea de raton
después de la mielosupresion inducida por el 5-FU, mejora el conteo de celulas blancas,
linfocitos, neutrdfilos y globulos rojos en sangre, asi como el peso del bazo y del timo
(Raghavendran et al., 2012).

Se estudio el efecto de la dopamina en ratones tratados con 5-FU (20 mg/kg diario por 5
dias) obteniendo resultados favorables al aumentar el namero de UFC-GM y no tener

efectos adversos (Sarkar et al., 2015).

Existen compuestos que proponen su actividad protectora mediante la captacion de
radicales libres como lo son la melatonina, la dimetiltiourea y el N- acetilcisteina (NAC)
después del tratamiento con ciclofosfamida o carmustina al aumentar la actividad de
enzimas antioxidantes en células de médula Osea (El-Sayed et al.,, 2011, 2010;
Shokrzadeh et al., 2014).
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2.6.1.- N-acetilcisteina

El N-acetilcisteina es un aminotiol y precursor sintético de cisteina intracelular y
glutation; por lo tanto se considera un importante antioxidante (Sun, 2010). En plasma
NAC puede estar presente en su forma intacta, reducida o en diversas formas oxidadas;
es oxidado a disulfuro y también puede formar disulfuros mixtos al reaccionar con otros
tioles de bajo peso molecular, tales como cisteina y glutation (Olsson et al., 1988). Es
usado desde hace afios como agente mucolitico en enfermedades respiratorias crdnicas,
asi como antidoto a la sobredosis de acetaminofén, recientemente es utilizado en
tratamiento de enfermedades cardiacas, infecciones por VIH, toxicidad por metales y
dafio oxidativo (Rushworth and Megson, 2014).

El NAC puede normalizar el estrés causado por agentes oxidativos mediante diferentes
vias de sefializacion o activando proteinas como MAP quinasas, S-Fos y NF-kB; ademas
los grupos sulfhidrilos en la molécula de NAC actua como captador de superoxido,

perdxido de hidrégeno y radical hidroxilo (Radomska-Lesniewska and Skopinski, 2012).

Debido a estas propiedades antioxidantes se han realizado distintos estudios para
dilucidar si el NAC es antagonista o potenciador de los agentes quimioterapeuticos; por
ejemplo, se sabe que el NAC protege a células leucémicas de una muerte por apoptosis
producida por los compuestos CDODO-Me-12 y CDODO-Me-11, ya que bloquea todas
las actividades biologicas de los compuestos (Sun, 2010). De igual manera inhibe el
efecto antiproliferativo del compuesto sintético acido metil-selenico y de la droga
MG132 en células de cancer de pulmon (Han and Park, 2009; Liu et al., 2004). De
manera contraria otros estudios han encontrado que el NAC ejerce un efecto sinérgico en
conjunto con doxorrubicina para inhibir la proliferacion en la linea de cancer de mama
MDA-MB-435 (Radomska-Lesniewska and Skopinski, 2012).
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2.7. IMMUNEPOTENT CRP

EL IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es un extracto dializable de una mezcla
heterogénea de sustancias de bajo peso molecular liberados por los leucocitos de sangre
desintegrados o de tejido linfoide homogeneizado obtenido de bazo bovino. Este
extracto dializable de leucocitos (EDL) contiene diferentes componentes y se ha
demostrado que varios de ellos son capaces de modificar la respuesta del sistema
inmune, moléculas de un tamafio menor a 3,500 Da (Franco-Molina et al., 2005, 2004;
Mendoza-Gamboa et al., 2006).

Nuestro equipo de trabajo ha demostrado diferentes actividades inmunomoduladoras del
ICRP tanto in vitro como in vivo, desde disminuir la produccion de TNF-o ¢ IL-6 y de
aumentar la produccion de IL-10 después de ser utilizado como tratamiento, en
macrofagos peritoneales murinos estimulados con lipopolisacaridos (LPS) (Franco-
Molina et al., 2005), modular la expresion de mRNA de algunas citocinas pro-
inflamatorias en células sanguineas humanas estimuladas con LPS, asi como la
produccion de estas mismas (TNF-o, IL-6) sin afectar la viabilidad de las células
sanguineas (Franco-Molina et al., 2007), asi como disminucion del éxido nitrico (ON) y
TNF-0, también incrementa moléculas antioxidantes y disminuye la fosforilacion de 1kB
y la union de NF-kB al DNA. Las caracteristicas del ICRP para modular moléculas
oxidantes e inflamatorias es de mayor importancia ya que estos metabolitos son potentes
mediadores pro-inflamatorios. EIl tratamiento con este compuesto disminuye las
moléculas mencionadas anteriormente incrementando la actividad antioxidante
intracelular de catalasas (CAT), glutation peroxidasas (GPx) y super 6xido dismutasas
(SOD) estas secuestran, reparan y previenen el dafio causado por los radicales libres
como el 6xido nitrico (ON), prostaglandinas (PGs) y cicloxigenasas-2 (COX-2) (Moisés
A. Franco-Molina, 2011).

Otros equipos de trabajo han observado que el extracto dializable de leucocitos es capaz

de estimular la formacion de BFU-E bajo la influencia de eritropoyetina e incrementa el
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namero de la formacion UFC-GM in vitro, debido a la cooperacion entre los factores de

crecimiento y el EDL (Barnet et al., 1996).

Por si solo el EDL no mejora el crecimiento y el nimero de colonias pero al ser
administrado en conjunto con factores estimulantes de colonias se observé una mejoria
en el nimero de las mismas en comparacion a los ratones tratados solo con factores de

crecimiento (Vacek et al., 1997).

Ademéas este mejora la recuperacion de las células madre hematopoyéticas y de
progenitores hematopoyéticos de granulocitos y macréfagos in vivo e incrementa el
namero de leucocitos en la sangre periférica de ratones expuestos a rayos gamma (Vacek
et al., 2000).
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3.- JUSTIFICACION

La supresion de la produccion medular de células sanguineas es una complicacién
comun del tratamiento quimioterapéutico, siendo esto una causa de la disminucion en la

calidad de vida de los pacientes que reciben estos tratamientos.

Una droga ampliamente utilizada en el tratamiento de diferentes tipos de cancer, es el 5-
FU, un antimetabolito que ejerce efecto citotoxico por medio de la inhibicién de la
timidilato sintasa, siendo particularmente toxico sobre tejidos de alta proliferacion

incluyendo el neoplasico y médula 6sea.

En la actualidad existen pocos compuestos que ayuden a mejorar la calidad de vida de
los pacientes que reciben quimioterapia, es por eso importante la busqueda de nuevas
alternativas que disminuyan o protejan a los pacientes de los efectos secundarios de

estos agentes.
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4.- HIPOTESIS

ElI IMMUNEPOTENT CRP es capaz de proteger a la médula ésea de la citotoxicidad

inducida por el agente quimioterapéutico 5-Fluorouracilo en un modelo murino.
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5.- OBJETIVO GENERAL
Evaluar la proteccion inducida por el IMMUNEPOTENT CRP en médula Osea tras la

aplicacion de 5-Fluorouracilo en un modelo murino.

5.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto en el nimero y funcién de las células de médula désea en los
ratones tratados con 5-Fu y/o ICRP.

2. Evaluar el ciclo celular de las células de médula 6sea en ratones tratados con 5-
FU y/o ICRP.

3. Evaluar la proteccion de los linajes mieloides y eritroides de los ratones tratados
con 5-FU y/o ICRP.

4. Evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno y activacion del factor de
transcripcion Nrf2.

5. Comparar los cortes histologicos de médula 6sea de los ratones tratados con 5-
FU y/o ICRP.

6. Comparar los valores de biometrias hematicas en ratones tratados con 5-FU y/o
ICRP.

7. Evaluacion de la ganancia o pérdida de peso corporal en ratones tratados con 5-
Fu y/o ICRP.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Compuestos.

6.1.1.-Extracto dializable de leucocitos bovino.
El Extracto Dializable de Leucocitos Bovino, producido en la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la UANL; es una mezcla de sustancias de bajo peso molecular (de corte de
10-12 kDa) liberadas de la didlisis de bazos desintegrados de bovino. El EDLb es
obtenido a partir de 15 x10° leucocitos y se define como una unidad 1 (U) (Franco-
Molina et al., 2007). Este producto se encuentra registrado bajo el nombre comercial de
IMMUNEPOTENT CRP.

6.1.2.- 5-Fluorouracilo.
Se emple6 5-FU (FLUOROURACILO SOLUCION INYECTABLE 250 mg/5 mL 5
frascos &mpula, TEVA MEXICO) como agente quimioterapéutico. Distintos estudios lo
han utilizado para ejercer toxicidad a la médula 6sea (Comte et al., 1998; Lu et al.,
2012; Moore and Warren, 1987; Paukovits and Paukovits, 1995; Raghavendran et al.,
2012; Takano et al., 2004).

6.1.3.- N-acetilcisteina.
Es un precursor antioxidante del glutation (Y-glutamilcisteinglicina, GHS). Frasco
granulado con 3 gr de acetilcisteina (Solucion 100mg/5mL, SANDOZ, S.A. de C.V.).

6.2.- Animales experimentales.

Ratones BALB/c de 6-8 semanas, fueron alimentados ad libitum con dieta balanceada
para raton (Harlan Teklan), a una temperatura ambiente de 25°C (x£1). Todos los
procedimientos se llevaron a cabo bajo las reglas del Comité de Bioética Animal del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Autdbnoma de Nuevo Ledn.
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6.3.- Disefio experimental

Los ratones fueron divididos aleatoriamente en 5 grupos los cuales recibieron diferentes
tratamientos. El dia O se tom6 como el dia en que se empezd con el esquema de
tratamientos y las evaluaciones se realizaron el dia 1 y 7 post-quimioterapia. A

continuacion, se describe el disefio experimental del presente estudio.

Grupo control: se administré agua inyectable via i.p (dia 0) e i.m. (por 6 dias

consecutivos).

Grupo 5-FU: se administraron 75mg/kg de 5-FU via i.p.

Grupo NAC+5-FU: este grupo sirvié como control positivo de proteccion. Se
administraron 250mg/kg de N-acetilcisteina via i.p. 1 hora antes de la administracion del
5-FU a 75 mg/kg (Numazawa et al., 2011).

Grupo ICRP: se administraron 5U de ICRP i.m. 1 hora antes de la administracion
de solucion salina que se administro via i.p. en el dia 0, posteriormente se continud con
la administracion de 5U de ICRP cada 4 horas. Los dias del 1 al 6 se administraron 5U
de ICRP via i.m.

Grupo ICRP+5FU: En el dia 0, se administraron 5U de ICRP i.m. 1 hora antes de
la administracion del 5FU (75 mg/kg) y se continudé con la administracién de 5U de

ICRP cada 4 horas. Los dias del 1 al 6 se administraron 5U via i.m.

6.4.- Obtencién de las células de médula 6sea de raton

Para los ensayos de evaluacion del ndmero, funcion, ciclo celular, marcadores de
superficie; se obtuvieron las células de médula 6sea de raton. Para lo cual, los animales
fueron sacrificados mediante dislocacion cervical, se realizd la diseccion de ambos
fémur y tibias, se limpi6 el exceso de tejido muscular y ligamentoso, posteriormente se
obtuvieron las células de médula ésea realizando cinco lavados por el extremo de cada
hueso (4 por ratdn), insertando una jeringa de insulina (1mL) cargadas con medio

IMDM conteniendo 2% de suero fetal bovino (FBS). La suspensién celular se centrifugo
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(1200 rpm/10 min), se descarto el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 1
mL de medio IMDM conteniendo 2% de SFB, hasta su empleo (Nadri et al., 2007).

6.5.-Conteo de células de médula ésea de raton

Una vez recolectadas las células de médula Gsea, se realiz6 un conteo, mediante la
técnica de azul tripan, la cual nos ayuda a excluir células muertas de células viables.
Para el célculo de las células obtenidas para cada raton, se tomaron 50 pL de la
suspension celular, posteriormente fueron agregadas a 400 uL de medio IMDM, méas 5
uL de azul tripan, de esta suspension se tomaron 10 pL y se colocaron en la camara de
Neubauer (Bright Line, Reichert, USA), se realiz6 la observacion bajo microscopio
(Axiovert25, Zeiss) a 10X y se contaron las células viables presentes en los cuadrantes,
obtenido este total se realizé un promedio y el resultado se divide entre el factor de
dilucion (10) para asi obtener el numero total de células por mL de medio.

6.6.- Evaluacion de la funcion de las células de médula ésea de raton

La funcion de las células de médula 6sea fue evaluada por la formacion de colonias de
granulocitos y monocitos (UFC-GM) utilizando medio completo de metilcelulosa (R &
D System), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Un total de 1 x 10° células de
médula d6sea fueron resuspendidas en 1 mL de medio IMDM conteniendo 2% de SFB
(Stock 10x), de esta suspension se tomaron 300 pL y se afiadieron a 3 mL de medio
completo de metilcelulosa, se colocd en vortex a maxima velocidad por 5 segundos.
Posteriormente con una jeringa de 3mL se recolecto el medio junto con las células y se
colocaron 1.1 mL de la mezcla final en una placa de 35 mm cuadriculada (duplicado).
Estas placas fueron incubadas junto con una tercera placa con 3 mL de agua estéril
dentro de una caja de cultivo de 100 mm, se incubaron durante 12 dias en una atmosfera
a 37°C y 5% de CO, Después del tiempo de incubacion se contd el nimero total de
colonias formadas empleando un microscopio invertido (Das et al., 2008; Kawakatsu et
al., 2013).
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6.7.- Evaluacion del ciclo celular en células de médula 6sea de ratén

Para evaluar el ciclo celular se utiliz6 el kit BD Cycletest Plus DNA reagent (BD
Biosciences, CA, USA), el cual nos permite analizar el porcentaje de células en las
diferentes fases del ciclo celular (SubGO0, GO/G1, S, M,) mediante citometria de flujo.

1 x10° células de médula 6sea de ratén, fueron lavados 3 veces con 1 mL de solucion de
buffer, después del ultimo lavado se retir6 el sobrenadante y al pellet se le agregaron 250
uL de solucion A (solucién de tripsina), se dejo incubar por 10 minutos, en seguida sin
retirar la solucion A, se agregaron 200 pL de la solucién B (inhibidor de tripsina), se
dejé incubar por dies minutos a temperatura ambiente, por Gltimo se agregaron 200 uL
de solucion C (2 a 8°C) (tincion de ioduro de propidio) por diez minutos a 4°C. Después
del tiempo de incubacion la muestra fue adquirida en el citometro de flujo Accuri C6
(BD Biosciences, CA, USA) adquiriendo un total de 10,00 eventos por muestra, y se
analizé con el programa FlowJo X 10.0.7 (Tree Star, San Carlos, CA).

6.8.- Citometria de flujo

6.8.1.- Inmunofenotipificacion de células de médula 6sea de ratdon

Para el analisis de inmunofenotipificacion de las células de medula dsea de raton, estas
se tifieron utilizando anticuerpos anti-CD45 conjugado con PerCP, anti-CD11b
conjugado con APC, antiGr-1 conjugado con PE, anti-CD71 conjugado con FITC y anti-
Terrl19 conjugado con APC (BD Biosciences, San Joseé, CA.). Se analizaron 3
poblaciones celulares: leucocitos totales con el anticuerpo CD45, granulocitos con los
anticuerpos CD11b y Gr-1y la poblacion eritroide con los anticuerpos CD71 y Terr119.
De la suspension celular antes obtenida se ajustaron para cada poblacion 1 x10° células,
resuspendiendo el pellet en 100 pL de PBS y 5 uL de cada anticuerpo, se dejaron 30 min
en incubacion a temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacién se centrifugaron
las muestras a 1200 rpm por 5 min, se descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en 100 uL de PBS al 5% de albumina sérica bovina (BSA), se repitio este paso, para

finalizar el pellet se resuspendid en 100 uL de PBS. Las células viables fueron
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analizadas en el citébmetro de flujo Accuri C6 con el software CFlow plus (BD

Biosciences, San José, CA.).

6.8.2.- Tincion intracelular del factor de transcripcion Nrf2 en células de

médula 6sea de raton

Para la tincion intracelular de Nrf2 se utilizé el anticuerpo NRF2 (D1Z9C) XP® de
conejo conjugado con PE. Se prepararon los siguientes reactivos PBS al 1X,
formaldehido al 16% y buffer de incubacién el cual consta de PBS 1X con 5% de BSA.

Para la fijacion de las células, 1 x10° células fueron recolectadas en tubos eppendorf de 2
mL y el pellet fue resuspendido en formaldehido al 4%, se incubaron por 10 min a
temperatura ambiente, posteriormente se colocaron en hielo por un minuto. Para la
permeabilizacion, se removid la solucion fijadora de las células y se resuspendio el
pellet en metanol al 90% y fueron incubadas por 30 minuntos en hielo. Por ultimo, se
procedio a la tincion nuclear, lo cual consiste en retirar el metanol agregando 1 mL de
buffer de incubacion a cada tubo y lavar dos veces mediante centrifugacion, luego se
adicionaron al pellet celular 100 uL de la preparacion del anticuerpo Nrf2-PE (dilucién
1:50), e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente protegidas de la luz.
Posteriormente se lavaron por centrifugacion en 1 mL de buffer de incubacion y el pellet
se resuspendio en 500 uL de PBS para su analisis en el citometro de flujo Accuri C6 con

el software CFlow plus (BD Biosciences, San José, CA.).

6.8.3.- Deteccion de ROS/superdxido total en células de médula 6sea de

raton

Fue utilizado el kit de deteccion total de ROS-ID ™. Se reconstituy6 el reactivo de
deteccion de estrés oxidativo y el reactivo de deteccion de superdxido con 60 uL de
dimetilformamida anhidrida, se prepar6 el wash buffer de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. Para analizar la muestra, se preparé la solucién de deteccion de
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ROS/superoxido (2x), mezclando 10 mL de wash buffer con 4 uL de reactivo de
deteccion de estrés oxidativo mas 4 plL de reactivo de deteccion de superoxido. Se
agregé 100 pL de esta solucién a un tubo eppendorf de 1.5 mL con 1 x10° células de
cada ratdn tratado, se dejo incubar por 30 minutos, pasado el tiempo de incubacion se
analizaron las muestras en el citometro de flujo Accuri C6 con el software CFlow plus
(BD Biosciences, San Joseé, CA.).

6.9.- Biometrias heméaticas

La toma de muestra se realiz por puncién cardiaca, la muestra fue puesta en viales con
EDTA como anticoagulante. Las muestras fueron analizadas en un hematocitometro
automatico (COULTER® Ac-T diff™ Analyzer, Beckman Coulter) para el conteo de

globulos rojos, hemoglobina, hematocrito, conteo de globulos blancos y plaquetas.

6.9.- Cortes Histologicos

El fémur derecho de cada raton fue colocado en formol al 10% amortiguado,
posteriormente fue fijado, descalcificado, seccionado (4 um de espesor) y tefiido con
hematoxilina y eosina. El andlisis histopatoldgico fue determinado por un pat6logo

veterinario.

6.10.- Evaluacién de ganancia o pérdida en peso corporal
El peso fue calculado en gramos mediante el uso de una balanza analitica, se realizo el

registro el dia 0 y 7. La diferencia de peso se realiz6 mediante la resta del peso final (dia

7) menos peso inicial (dia 0).

31



6.11.- Andlisis estadistico

Los datos se presentan como promedio = desviacion estdndar y fueron analizados
estadisticamente con la prueba de ANOVA de una via seguido por una prueba de Tukey
para la comparacion de medias. P< .05 (n=3) utilizando el programa estadistico SPSS

v17.
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7.- RESULTADOS

7.1.- EI ICRP restaura el numero y funcién de las células de médula 6sea de raton

tratados con 5-FU.

La evaluacion del nimero de células de médula dsea de raton fue realizada al dia 1y 7
después de iniciar el tratamiento. ElI nimero total de células fue disminuido
significativamente (P<0.05) en los grupos 5-FU, NAC+5-FU e ICRP+5-FU en el dia 1
con respecto al control. En el dia 7 no existi6 diferencia en el nimero de células entre el
grupo control y los grupos NAC+5-FU e ICRP+5-FU (P<0.05). No se observo
diferencia significativa entre el grupo de ICRP con respecto al control al dia 1y 7
(Figura 7).
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Figura 7. Conteo total de células de médula 6sea de ratén: células de
médula dsea de ambos fémures y tibias fueron obtenidas en el dia 1y 7 de los
ratones tratados. Subsecuentemente, las células fueron contadas por la técnica
de exclusion azul tripan. *(P < 0.05) (n=3).
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En la evaluacion de la funcion de células de médula dsea de los ratones tratados, se
observo que los grupos NAC+5-FU e ICRP+5-FU no sufrieron el mismo dafio en la
funcion celular que el grupo 5-FU en el dia 1. En el dia 7 los grupos NAC+5-FU e
ICRP+5-FU aumentaron el nimero de UFC-GM comparados con el control (Figura 8).
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Figura 8. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias Granulocitos/
Monaocitos (UFC-GM): células de médula dsea de ambos fémures y tibias
fueron obtenidas en el dia 1 y 7 de los ratones tratados. Posteriormente las
células fueron cultivadas en medio completo de metilcelulosa al 5% de CO,,
fueron incubadas por 14 dias y se contaron las colonias en microscopio
invertido. *(P < 0.05) (n=3).
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Ademas, se observd que el tamafio de las UFC-GM era menor en el grupo del 5-FU

comparado con los demas grupos (Figura 9).

Control 5-FU NAC+5-FU

ICRP ICRP+5-FU

Figura 9. Unidades Formadoras de Colonias Granulocitos/ Monocitos
(UFC-GM): iméagenes representativas de las colonias formadas en el dia uno
de evaluacion. Imagenes tomadas bajo microscopio invertido a un aumento de

40X.
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7.2.- EI ICRP no afecta las fases del ciclo celular en las células de médula 6sea de
los ratones tratados con 5-FU.

El tratamiento con 5-FU disminuy6 significativamente la fase de sintesis en las células
de médula 6sea, el ICRP y el NAC no revirtieron este efecto causado por la
quimioterapia. El grupo 5-FU aument6 la fase Sub-G1, la cual indica células en
apoptosis en el dia 1. Las fases del ciclo celular no se vieron afectadas

significativamente por los tratamientos en el dia 7 (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto del 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en las fases del ciclo celular en

médula 6sea de raton

Fases del ciclo celular (%)

Datos representados en promedio + desviacion estandar (P<0.05) (n=3).

a: Significativamente diferente al control.

b: Significativamente diferente al grupo 5-FU.
c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU.
d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.

Grupos GO0/G1 S G2/M Sub G1

Control 71.97+ 2.80 21.27+1.93 4.32+0.77 2.00+£0.27

- 5-FU 85.13+3.25a  7.92+1.03 a 3.21+1.06 410+1.34 a
foi‘ NAC +5-FU 86.10+£1.93a 7.40%0.15a 3.18+0.52 3.67+0.57
ICRP 71.33+ 226 bc 21.67%+1.46hc 4.17+1.31 3.20+0.30
ICRP+5-FU 89.53+0.31ad 6.15+0.75ad 2.86+0.89 3.19+0.99
Control 79.27+1.95 15.87+1.80 4.94+1.21 2.51+1.09
~ 5-FU 66.57+ 11.05 22.47+6.76 5.82+1.57 7.37+3.48
&) NAC +5-FU  70.30+ 0.95 25.03+0.70 6.56+2.53 2.12+0.73
ICRP 73.80% 7.71 18.27+3.95 8.17+4.09 4.69+1.65
ICRP+5-FU 67.40% 2.72 21.70+4.52 8.34+5.52 5.12+3.63
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7.3.- El ICRP restaura las poblaciones leucocitarias, granulocitica y eritroides en
células de médula 6sea de ratones tratados con 5-FU.

En el dia 1, la poblacion de leucocitos fue disminuida significativamente por el
tratamiento con 5-FU, el tratamiento con NAC e ICRP no fue capaz de revertir esta
disminucion. Los grupos 5-FU y NAC+5-FU evaluados el dia 7, presentaron niveles
bajos de porcentajes de la expresion de CDA45", sin embargo, el grupo ICRP+5-FU
presentd porcentajes similares al grupo control. EI grupo ICRP no presento diferencias
con respecto al control en el dia 1 y 7 de evaluacion (Figura 10 a-b).
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Figura 10. Porcentaje de leucocitos: celulas de médula dsea fueron obtenidas el dia 1 y 7 de los
ratones tratados. Posteriormente las células fueron tefiidas con anticuerpo CD45 para su analisis por
citometria de flujo. a) Resultado representativo del andlisis de citometria de flujo. b) Andlisis
estadistico para células CD45" *(P<0.05) (n=3).
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La poblacién de granulocitos (CD11b*Gr-1%) se vi6 disminuida en el dia 1 y 7 de
evaluacion en los grupos 5-FU y NAC+5-FU. El grupo ICRP+5-FU disminuyo el
porcentaje de células CD11b*Gr-1"en el dia 1 de evaluacion, sin embargo, para el dia 7
se obtuvieron porcentajes similares al control. EI grupo ICRP no presentd cambios
significativos en el porcentaje de granulocitos en el dia 1 y 7 comparados con el control
(Figura 11 a-b)
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Figura 11. Porcentaje de granulocitos: células de médula ésea fueron obtenidas el dia 1y 7
de los ratones tratados. Posteriormente las células fueron tefiidas con anticuerpo CD11b y Gr-1
para su analisis por citometria de flujo. a) Resultado representativo del analisis de citometria de
flujo. b) Analisis estadistico para células CD11b*Gr-1" *(P<0.05) (n=3).
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El efecto protector del ICRP en el linaje eritroide fue evidente en el dia 1 ya que

mantuvo el porcentaje de los estadios de eritroblastos baséfilos (Terr119?"°CD71%%), y

eritroblastos ortocrométicos (Terr119?"°CD71°4°) comparados con el 5-FU. En el dia 7

el tratamiento con 5-FU las regiones de proeritroblastos y eritroblastos basofilos

disminuyeron significativamente, los tratamientos NAC+5-FU e ICRP+5-FU fueron

capaz de revertir estos efectos secundarios, siendo el cambio méas significativo en el

grupo de ICRP+5-FU (Figura 12). En la tabla 2 se observan los datos estadisticos de las

de los estadios de diferenciacion de los eritrocitos.
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Figura 12. Porcentaje de estadios de diferenciacidn de eritrocitos: Resultados representativos del
analisis de citometria de flujo. Células de médula 6sea fueron marcadas con los anticuerpos CD71 y
Ter119 para su andlisis. Las regiones del | al IV representan la maduracién progresiva de las células
eritroides. La region | representa a los proeritroblastos; Il, eritroblastos basofilos; Ill, eritroblastos
policromaéticos; y 1V, eritrocitos ortocromaticos y células rojas enucleadas.
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Tabla 2: Efecto del 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en poblaciones de origen eritroide

1
Eritroblastos

1]
Eritroblastos

\Y

Eritroblasto ortocromatico/

Grupos Proeritroblastos basofilos policromaticos células enucleadas
Control 0.53+ 0.06 49.00% 2.65 6.60+ 0.46 25.17+ 1.07
- 5-FU 0.07£ 0.12a 40.07+ 4.56 a 3.50£ 0.20 a 31.03+ 257 a
SDE NAC+5-FU  0.23+ 0.06 39.67+ 3.28 a 5.50+ 0.30 a6 26.93+ 2.93
ICRP 0.30+ 0.00 b 51.80+ 0.36 b 6.50% 0.30 b,c 20.53+ 0.45bc
ICRP+5-FU  0.20% 0.10 57.03% 2.59 b,c 420+ 0.26 acd 20.20% 1.55apbc
Control 0.33+ 0.05 48.3+ 1.95 3.10+ 0.87 20.57+ 2.48
~ 5-FU 0.27+ 0.11 1.70£ 0.26 a 3.50+ 0.88 71.87+ 448
%‘ NAC+5-FU  4.40+ 2.40 ab 27.3+ 5.66 b 6.67+ 1.52 ab 21.63+ 3.3b
ICRP 0.63+ 0.05¢ 51.9+ 3.93 b,c 490+ 0.40 20.77+£ 4.31p
ICRP+5-FU  4.13% 0.77 abd 52.1%+ 59 e 6.83% 0.70 ab 16.30+ 1.57 b

Datos representados en promedio + desviacion estandar (P<0.05) (n=3).
a: Significativamente diferente al control.

b: Significativamente diferente al grupo 5-FU.

c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU.
d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.
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7.4.- EI ICRP disminuye la formaciéon de ROS/Superoxido y la activacion de Nrf2
inducida por 5-FU.

El grupo 5-FU present6 un aumento significativo en la produccion de ROS y superédxido
desde el dia 1 permaneciendo hasta el dia7 de evaluacién. Los grupos NAC+5-FU e
ICRP+5-FU fueron capaces de controlar la produccién de los oxidantes causados por la
quimioterapia en el dia 1 y el dia 7 de evaluacién (P< 0.05), siendo mejor en este tiempo
de evaluacion. El grupo ICRP no present6 diferencia significativa con respecto al control
(Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de formacion de ROS/Superéxido: Células de médula ésea fueron marcadas
con el colorante para deteccién ROS vy superédxido el dia 1y 7 para ser analizados por citometria de
flujo “(P<0.05) (n=3).
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Los grupos 5-FU e ICRP+5-FU aumentaron la activacion del factor de transcripcion
Nrf2 en el dia 1 de evaluacidn con respecto al grupo control, sin embargo, solo el grupo
ICRP+5-FU disminuyd este pardmetro para el dia 7 obteniendo valores similares al
control. Por el contrario, el grupo NAC+5-FU aumento la activacion de Nrf2 al séptimo

dia de evaluacion (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de activacion de Nrf2: Células de médula dsea fueron marcadas
intracelularmente con un anticuerpo Nrf2 el dia 1 y 7 para ser analizados por citometria de flujo
“(P<0.05) (n=3).
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7.5.- Cortes histologicos

El tratamiento con 5-FU disminuyd la densidad celular en la médula 6sea, creando un
ambiente de hipocelularidad, con una marcada disminucion de megacariocitos, células
granulociticas y células precursoras. En los grupos NAC+5-FU e ICRP+5-FU se observo
histologicamente una mayor celularidad y una proporcion normal entre células
precursoras y diferenciadas, tanto en el dia 1 como en el dia 7. El grupo ICRP present6
tejido mieloide normal (Figura 15).

NAC+5-FU ICRP+5-FU

Dia1l

Dia7

Figura 15. Cortes histolégicos de médula ¢sea: el dia 1y 7 fue tomado el fémur derecho de los
ratones tratados fueron fijados, descalcificados, seccionados y tefiidos con hematoxilina y eosina. La
descripcion histoldgica fue realizada por un patélogo bajo un microscopio a 40X.
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7.6.- Efectos del ICRP sobre la hematotoxicidad y la ganancia de peso en los
ratones tratados con 5-FU

Se examind los efectos del ICRP sobre el 5-FU en el conteo de células rojas,
hemoglobina, hematocrito, conteo de células blancas y plaquetas. ElI grupo 5-FU
presento anemia y eritropenia, disminuyendo el nivel de hematocrito en los dias 1 y 7, la
leucopenia solo se observd en el dia 1. El grupo de ICRP+5-FU evito los efectos
secundarios, ya que sus valores fueron similares al grupo control en el dia 1 y 7 (tabla 3).

Tabla 3: Efecto del 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en analisis de sangre periférica en
ratones tratados

Analisis de sangre periférica

Grupos RBC x10°¢ HB g/dL HCT () WBC mm? PLT mm3

Control 8.00£ 0.35 12.50+ 0.85 36+ 4 467+ 0.49 534.33+170.28

';' 5-FU 443+ 0312 6.87+f 061, 20 2, 150 044, 318.33+123.31
a NAC+5-FU 6.97f 081w 11.30= 1.39% 32+ 5y 223+ 0.85 303.00+54.29

ICRP 8.30= 044y 13.10= 0.72% 39+ 2y 637 1.77 b 448.67=108.84

ICRP + 5-FU 6.90= 1.14y 11.03= 161w 32+ 5y 413+ 0.91 472.33+159.53

Control 7.60= 092 11.63= 1.65 34+ 6 5.03 0.95 525.00=184.01

l; 5-FU 483+ 127a 7.73+ 248, 22+ 7 3.13= 1.90 260.67+122.92
A NAC+5-FU 6.93= 0.59y 10.50= 095 32+ 3 560 3.74 380.00+34.18
ICRP 8.63= 0.15u 1343+ 050y 42+ 5y 6.27+ 1.87 470.67+82.78

ICRP +5-FU 773+ 035y 12,17+ 045y 36 2y 457+ 1.10 600.00+89.21y

Datos representados en promedio + desviacion estandar (P<0.05) (n=3).
a: Significativamente diferente al control.

b: Significativamente diferente al grupo 5-FU.

c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU.

d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.
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Los grupos ICRP e ICRP+5-FU fueron capaces de aumentar el peso corporal similar al
grupo control después de 7 dias de iniciar el tratamiento con quimioterapia. Sin
embargo, los grupos 5-FU y NAC+5-FU ganaron aproximadamente la mitad de peso que
el grupo control (Tabla 4).

Tabla 4: Efecto de 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en la ganancia de peso corporal de los
ratones tratados

Peso
Peso corporal  corporal Ganancia de
Grupo inicial (g) final (g)  peso corporal(g)

Control 2650 +3.00 29.75+2.63 3.25+0.50
5-FU  24.00+4.62 2525+435 125+050a
NAC+5-FU 23.50 £ 520 25.25+5.06 1.75+0.50a
ICRP 2550+451 29.00+4.97 350+0.58b,c
ICRP+5-FU 25.75 £ 3.59 28.75+4.03 3.00+0.82b

Datos representados en promedio + desviacion estandar (P<0.05) (n=3).
a: Significativamente diferente al control.

b: Significativamente diferente al grupo 5-FU.

c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU.

d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.
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8.- DISCUSION

El 5-FU es ampliamente utilizado como agente terapéutico desde su descubrimiento para
tratar una gran variedad de tumores, incluyendo el céncer colorectal, de mama y
carcinomas hepéticos (Grem, 2000). La toxicidad hematoldgica inducida por la
quimioterapia se relaciona con altas dosis terapéuticas afectando la calidad de vida de
los pacientes (Brennig et al., 2015). Para estudiar el efecto de mielosupresién inducida
por la quimioterapia se emplea el 5-FU (Comte et al., 1998; Hofer et al., 2007; Jeong et
al., 2012; Kojima et al.,, 2003; Kriegler et al., 1994; Numazawa et al., 2011;
Raghavendran et al., 2012; Sarkar et al., 2015; Takano et al., 2004). En el presente
estudio se corrobor6 que una sola dosis de 5-FU a 75 mg/kg reduce el nimero de UFC-
GM (Numazawa et al., 2011), lo cual indica que el compromiso de diferenciacion y el
potencial proliferativo de las células de médula Osea se ven afectados por la
quimioterapia (Sheikhzadeh et al., 2001).

El tratamiento con ICRP demostrd ser un quimioprotector eficaz contra el 5-FU, debido
a funcion protectora en las células de médula Gsea, efectos similares son reportados con
el radioprotector amifostina, que es utilizado actualmente en clinica (Orditura et al.,
1999). El efecto protector del ICRP, en las células progenitoras se correlaciona con los
datos obtenidos por citometria de flujo, donde linajes mas comprometidos en la médula
Osea, tales como los leucocitos, granulocitos y poblaciones eritroides son disminuidas
por el tratamiento con 5-FU (Takano et al., 2004; Vemula et al., 2012); de igual manera
este efecto protector se vio reflejado a nivel sistémico demostrando que los valores
hematoldgicos de leucocitos y glébulos rojos fueron normales. Otros estudios han
utilizado en modelos animales estos parametros para evaluar la recuperacion de la
médula dsea después del tratamiento con quimioterapia (Hartley et al., 2003; Udupa and
Lipschitz, 1989). Con los resultados obtenidos con el ICRP se pretende reducir las
infecciones y anemias en pacientes que reciben quimioterapia (Lindkaer-Jensen et al.,
2015).
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En este estudio, se utilizo el analisis del ciclo celular para determinar si la proteccion
observada estaba relacionada con el cambio en alguna fase del ciclo celular después del
tratamiento con 5-FU. Es conocido que el 5-FU ejerce su toxicidad en células con
proliferacion activa (fase de sintesis) incluyendo células sanas y cancerosas (Focaccetti
et al., 2015; Shirasaka, 2009). Agentes como el tetrapéptido AcSDKP y el TGF-
B pueden proteger a las células progenitoras de la médula debido a la induccién del
arresto celular en la fase GO, siendo una alternativa a la terapia de quimioproteccion
(Comte et al., 1998; Shiotsu et al., 2000), en nuestro estudio el ICRP y el NAC no
afectaron el ciclo celular en las células de médula ésea, lo que sugiere otro mecanismo

de accidn en la proteccién contra el 5-FU.

Se sabe que el 5-FU es capaz de inducir estrés oxidativo en células de médula 6sea lo
que conduce a la activacion del factor de transcripcion Nrf2 (Akhdar et al., 2009;
Numazawa et al., 2011), por lo tanto distintos investigadores explican el mecanismo de
quimioproteccion de diferentes compuestos por su capacidad para activar la respuesta
antioxidante y la neutralizacion de ROS (Ma and Kinneer, 2002). Nuestros resultados
indican que el ICRP fue capaz de disminuir la produccién de ROS y superoxido asi
como la activacion de Nrf2 en las células de los ratones tratados con 5-FU, esto podria
deberse a la capacidad antioxidante del ICRP al aumentar las enzimas glutation
peroxidasa, catalasa y superéxido dismutasa (Franco-Molina et al., 2011). Son
necesarios mas estudios para dilucidar si estas enzimas son las responsables de la
disminucion de ROS en la médula désea. Se sugiere que el ICRP puede actuar como
molécula captadora de radicales libres, similar a los amino-tioles y los fosforotioatos,

dos agentes protectores ampliamente utilizados (Schweitzer et al., 2010).

Todos estos resultados de quimioproteccidn se reflejan en nuestro analisis
histopatoldgico, en donde se observa una arquitectura y celularidad conservada de la
médula 6sea. Es de importancia que los pacientes que reciben quimioterapia puedan
mantener su peso con el fin de mejorar su calidad de vida (Imayama et al., 2013), en el
presente trabajo se observo que el ICRP ayudd a mantener una ganancia de peso normal

en los ratones tratados con 5-FU, lo que indica que el ICRP puede mejorar la calidad de
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vida de los pacientes con céncer. En el caso del quimioprotector comercial NAC es
conocido que protege de la citotoxicidad inducida por el cisplatino en las lineas celulares
tumorales humanas in vitro al bloquear el receptor de muerte mitocondrial y ciertas vias
de apoptosis (Wu et al., 2005), por esta razon estudios in-vitro e in-vivo son realizados
en la actualidad por nuestro equipo de investigacién para determinar si el ICRP tiene
accion antagonista en células tumorales tratadas con quimioterapia. Estudios anteriores
en el laboratorio demuestran que pacientes con cancer de mama y pulmon tratados con
quimioterapia y el tratamiento adyuvante con ICRP no cursaron con los efectos
secundarios, sin afectar la regresién tumoral (Franco-Molina et al., 2008; Lara et al.,
2010).
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9.- CONCLUSIONES

. EI' ICRP incrementa el nUmero de células de médula 6sea en los ratones tratados

con 5-FU.

. El ICRP aument6 el nimero de UFC-GM en las células de médula ésea de los

ratones tratados con 5-FU.

. EI ICRP no modifico las fases del ciclo celular en las células de médula 6sea de

los ratones tratados con 5-FU.

. EI'ICRP protegi6 el porcentaje de los linajes mieloides y eritroides en la médula
6sea de los ratones tratados con 5-FU.

. EI' ICRP disminuyd las especies reactivas de oxigeno producidas por el 5-FU en
celulas de médula Osea de raton.

. El ICRP disminuyé la activacion de Nrf2 causada por el 5-FU en células de
médula ¢sea de raton.

. EI ICRP tiene la capacidad de mantener la celularidad adecuada y proporcion
normal de células progenitoras y diferenciadas en médula Osea de ratones
tratados con 5-FU.

. El ICRP evito el desarrollo de anemia, eritropenia y leucopenia en los ratones
tratados con 5-FU.

. EI'lCRP mantuvo una ganancia de peso normal en los ratones tratados con 5-FU.
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10.- PERSPECTIVA

Es importante considerar enfocar investigaciones relacionadas al tratamiento de
los efectos secundarios inducidos por la quimioterapia, tales como evaluar el
efecto del ICRP en la emesis provocada por la quimioterapia, asi como el
dilucidar si el ICRP es capaz de proteger a células del cuerpo de reproduccién

répida como son las células del intestino delgado.

Considerando realizar estudios pre-clinicos en modelos animales caninos, en
donde se puedan incluir esquemas completos de quimioterapia con mas de un

ciclo de tratamiento y diferentes tipos de tumores.
De igual manera es crucial crear investigaciones que se enfoquen en conocer el

mecanismo por el cual el ICRP es capaz de proteger células sanas de los efectos

toxicos de la quimioterapia.
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Chemotherapy treatments induce a number of side effects, such as leukopenia neutropenia, peripheral erythropenia, and
thrombocytopenia, affecting the quality of life for cancer patients. 5-Fluorouracil (5-FU) is mcldy used as my :lcablanvc model in
mice. The bovine dialyzable leukocyte extract (bDLE) or IMMUNEPOTENT CRP® (ICRP) is an y comp d
that has antioxidants and anti-inflammatory effects. In order to investigate the chemoprotection effect of ICRP on bone marrow cells
in 5-FU treated mice, total bone marrow (BM) cell count, bone marrow colony forming umls-granulocylclmacrophagc (CFU-GM),
cell cycle, immunophenotypification, ROS/superoxide and Nrf2 by flow cytometry, and histological and logical analyses
were performed. Our results demonstrated that ICRP increased BM cell count and CFU-GM number, arrested BM cells in GO/Gl1

phase, increased the percentage of leukocyte, granulocytic, and erythroid populations, reduced ROS/superoxide formation and
Nrf2 activation, and also improved hematological levels and weight gain in 5-FU treated mice. These results suggest that ICRP has

a chemoprotective effect against 5-FU in BM cells that can be used in cancer patients.

1. Introduction

Most of chemotherapeutic agents can cause myelosuppres-
sion in a dose-dependent manner (1]. Other side effects of
chemotherapy are alopecia, stomatitis, immunosuppression,
anorexia, nausea, and vomiting which result in a decreased
functional capacity and quality of life for cancer patients [2].
5-Fluorouracil (5-FU) is a chemotherapeutic agent used to
treat gastrointestinal, breast, pancreatic, and head and neck

cancer, among others [3]. The mechanism of cytotoxicity
of 5-FU has been ascribed to the misincorporation of fluo-
ronucleotides into RNA and DNA and to the inhibition of
the nucleotide synthetic enzyme thymidylate synthase [4].
5-FU distributes readily into bone marrow, small intestine,
kidney, liver, and spleen [5, 6]. In the bone marrow 5-
FU, it is incorporated in the DNA and induces oxidative
stress, which is partly responsible for myelotoxicity [7, 8].
It is well known that patients treated with 5-FU are cursed
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with neutropenia, mucositis, leukopenia, and hematological
toxicity [9, 10). Because of these side effects, chemoprotective
compounds have been used to reduce these problems [11-19].
Bovine dialyzable leukocyte extract or IMMUNEPOTENT
CRP (ICRP) is a dialysate of a heterogeneous mixture of
low-molecular-weight substances released from disintegrated
leukocytes of the blood or lymphoid tissue obtained from
homogenized bovine spleen. ICRP was capable of stimulating
the immune system in patients with non-small cell lung
cancer and increasing their quality of life [20]. Also, in vitro
studies demonstrated that [CRP was an effective therapeutic
agent in process involving oxidative cellular damage and
clinical inflammatory diseases, through IxB/NF-xB pathway
[21]. In this study, we examined the protector effect of ICRP
on myelosuppression caused by 5-FU in a mouse model.

2. Materials and Methods

2.1 Animals. Nine-week-old male Balb/c mice were obtained
from the bioterium of the Laboratorio de Inmunologia y
Virologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas. The mice
were maintained on pelleted food and water ad libitum
and housed in controlled environmental conditions (25°C
and a 12h light/dark cycle). The protocol for the animal
study was approved by Ethic Review Committee for Animal
Experimentation of the Facultad de Ciencias Biologicas,
UANL.

2.2. Reagents. 5-Fluorouracil (5-FU) (Flurox®) was purchased
from Lemery (Mexico). N-Acetylcysteine (NAC) was obtained
from Sandoz Pharmaceuticals (Mexico). IMMUNEPOTENT
CRP (ICRP) was produced by the Laboratorio de Inmu-
nologia y Virologia, Facultad de Ciencias Biologicas, UANL
(San Nicolds de los Garza, Nuevo Le6n, Mexico). ICRP is
a low-molecular-weight product (10-12kDa) from bovine
spleen. The extract is dialyzed, lyophilized, and determined
as pyrogen-free by Limulus of amoebocyte lysate assay (Endo-
toxin detection kit, ICN Biomedical, Aurora, OH, USA). The
ICRP obtained from 1 x 10° leukocytes is defined as one unit
(1u).

2.3. Experimental Design. Mice were randomly divided into
5 groups as follows:
Control: injected i.p. on day 0 and i.m. for 6 consecu-
tive days with the vehicle (deionized water).
5-FU: injected ip. with 5-FU in a single dose of
75mg/kg.
NAC + 5-FU: injected i.p. with NAC in a single dose of
250 mg/kg and one hour later with 5-FU i.p. in a single
dose of 75 mg/kg as a positive protection control [7].
ICRP: injected i.m. with ICRP (5 U) for 6 consecutive
days.
ICRP + 5-FU: injected i.m. with ICRP (5U), one hour
later with 5-FU ip. in a single dose of 75 mg/kg, and
for the 6 consecutive days with ICRP (5U) per day.

The animals were sacrificed on day 1 and day 7 to perform the
experiments.
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2.4. Preparation of Bone Marrow (BM) Cell Suspension.
After the mice were sacrificed, both femurs and tibias were
dissected. Bone marrow cells were flushed with 5mL of
Iscove’s Modified Dulbeccos Medium (IMDM) and supple-
mented with 2% fetal bovine serum (FBS), antimitotic, and
antibiotics. Cells suspensions were centrifuged at 1600 rpm
for 10min and washed twice in IMDM. Final suspension
was used for total bone marrow cell count, bone marrow
colony forming units-granulocyte/macrophage (CFU-GM)
assay, cell cycle, and flow cytometric analysis.

2.5. Total BM Cell Count. After the cells were pooled from
both femurs and tibias, a count was done by trypan blue
exclusion technique, which helps us exclude dead cells from
viable cells. To calculate the number of cells obtained from
each mouse, 50 uL of the cell suspension was taken and
this was transferred to 400 uL of medium plus 50 uL of
trypan blue; 10 uL of this suspension was taken and placed
in the Neubauer chamber (Bright Line, Reichert, USA).
Observation was performed under a microscope at 10x and
viable cells present were counted.

2.6. CFU-GM Assay. A total of 1 x 10° BM cells were
resuspended in 1mL IMDM supplemented with 2% of FBS,
and then 300 uL of this suspension was added to 3mL of
mouse methylcellulose complete media (R&D Systems). Sub-
sequently, the mixture was collected with a 3 mL syringe and
L1mL of the final mixture was placed in a 35 mm diameter
culture dish; this was done in duplicate. The incubation
of dishes was performed according to the manufacturer’s
instructions. The formation of colonies was observed by
microscopy, and the total number of colonies in each dish was
counted.

2.7 Cell Cycle Analysis. The staining procedures were per-
formed using a BD Cycle Test Plus DNA Reagent Kit accord-
ing to the instructions of the manufacturer. Cell cycle phase
distributions were analyzed in Accuri C6 flow cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA). In addition, the percentage of cells
in each phase of cell cycle was analyzed by FlowJo software
(Treestar, Inc., San Carlos, CA).

2.8. Flow Cytometric Analysis. For immunophenotyping,
BM cells were stained using fluorescent label-conjugated
anti-CD71, anti-ter119, anti-CD45, anti-CD11b, and anti-Gr-1
antibodies (BD Biosciences, San Jose, CA). For intracellular
staining, NRF2 (D1Z9C) XP® Rabbit mAb (PE Conjugate)
was used, following the technique provided by the manufac-
turer. For measure of oxidative stress, Total ROS/Superoxide
detection kit was used (Enzo Life Sciences). The stained cells
were analyzed by Accuri C6 flow cytometer and CFlow plus
software (BD Biosciences, San Jose, CA).

2.9. Histopathological Analysis. The left femoral bone of each
mouse was prepared for general histopathological evalua-
tion, including fixation, decalcification, and sectioning (4 um
thickness), as well as hematoxylin and eosin (HE) staining.
Histopathological analysis was done by a veterinarian pathol-

ogist.
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F1GURE 1: Total bone marrow cell count: BM cells from both femurs
and tibias were obtained on day 1 and day 7 from treated mice.
Subsequently, BM cells were counted by trypan blue dye exclusion
(P <0.05)(n=3).

2.10. Hematological Analysis. Blood collection was done by
cardiac puncture in EDTA containing vials for immediate
analysis of hematological parameters. Hematological analysis
was determined by standard clinical procedures using an
automatic hematological analyzer (COULTER® Ac-T diff™
Analyzer, Beckman Coulter).

2.11. Weight Gain. Measurement of weight in grams of the
mice was performed at the beginning of treatment and seven
days later. Weight gain was calculated by subtracting the final
weight minus initial weight.

2.12. Statistical Analysis. Data was presented as mean +
SD and statistically analyzed using one-way ANOVA test
followed by Tukey multiple comparison posttest at P < 0.05
(n = 3) using SPSS v17 software.

3. Results

3.1. ICRP Restores the Number and Function of BM Cells in 5-
FU Treated Mice. The evaluation of the total number of BM
cells and the number of CFU-GM was performed 1 and 7
days after the initiating treatment. The number of total BM
cells was significantly (P < 0.05) decreased in all the groups
treated with 5-FU at day 1. Seven days later, the ICRP + 5-
FU group showed a recovery compared to 5-FU (P < 0.05)
and NAC + 5-FU groups. On the other hand, the use of ICRP
treatment by itself did not change, compared to the control
(Figure 1).

CFU-GM colonies number

Day 1 Day7
W Control | ICRP
0 5-Fu O ICRP+5-FU
[0 NAC+5-FU

FiGgure 2: Colony forming units-granulocyte/macrophage (CFU-
GM) assay: BM cells from both femurs and tibias were obtained
on day | and day 7 from treated mice. Subsequently, BM cells
were grown mouse methylcellulose complete media in a 5% CO,
incubator for 14 days and colonies were counted (P <0.05) (n=3).

When the evaluation of the number of CFU-GM was
done, we observed that ICRP and NAC treatments reversed
the side effects of 5-FU related to a decrease in the number
of CFU-GM colonies (P < 0.05) on day 1; seven days later,
NAC + 5-FU and ICRP + 5-FU groups increased the number
of CFU-GM compared to the control (Figure 2).

3.2. ICRP Does Not Affect Cell Cycle Phases on BM Cells
in 5-FU Treated Mice. Treatment with 5-FU significantly
decreased S phase and NAC and ICRP treatments did not
change this effect on BM cells. The 5-FU group increased
the percentage of Sub-G1 phase, which indicates that cells
are under apoptosis, on day 1. The cell cycle was not affected
(P < 0.05) by treatments on day 7 (Table 1).

3.3. ICRP Restores Leukocyte, Granulocyte, and Erythrocyte
Populations in BM Cells of 5-FU Treated Mice. To elucidate
the specific population that is protected by the ICRP, the
percentages of leukocyte (CD45%), granulocytic (CD11b* Gr-
1*), and erythroid (CD71, Ter119) lineages in BM cells were
evaluated by flow cytometry. On day one, leukocyte and
granulocytic populations were decreased (P < 0.05) by 5-
FU treatment; NAC and ICRP did not protect BM cells of
5-FU treated mice. The 5-FU group evaluated on day 7 kept
low percentages of CD45" and CD11b*Gr-1" populations but
ICRP + 5-FU group increased these populations (P < 0.05)
similar to the control group (Figure 3).

The protective effect of ICRP on erythroid lineage was
evident on days 1 and 7, because ICRP + 5-FU group
preserves highest percentages in basophilic erythroblast and
orthochromatic erythroblast stages of erythroid maturation
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TasLE 1: Effects of 5-FU, NAC + 5-FU, ICRP, and ICRP + 5-FU treatments on cell cycle phases in mice.
Cell cycle phases%
Groups GO/G1 S G2IM Sub-G1
Control 7197 +2.80 2127 +1.93 4321077 200+ 027
5-FU 8513 £ 3.25* 792 4 1L.03* 3214106 410 £134*
Day1 NAC +5-FU 86.10 +1.93* 740 £ 0.15* 3184052 3.67 4 0.57
ICRP 7133 + 226" 2167 4 146> 417 £131 3.20+0.30
ICRP + 5-FU 89.53 £ 0.3 615 £ 0.75% 2.86 + 0.89 319 £0.99
Control 7927 + 195 15.87 + 1.80 4944121 2514109
5-FU 66.57 +11.05 2247 +6.76 582 +157 737 £3.48
Day7 NAC +5-FU 70.30 + 0.95 25.03 £ 0.70 6.56 253 2124073
ICRP 73.80 + 771 1827 +3.95 8.17 + 4.09 4.69 £ 1.65
ICRP + 5-FU 6740 +2.72 2170 + 4.52 834552 5.12 4 3.63
Data are expressed as mean + SD (P < 0.05) (n = 3).
a: significantly different from the control group.
b: significantly different from 5-FU group.
¢ significantly different from NAC + 5-FU group.
d: significantly different from ICRP group.
TaBLE 2: Effects of 5-FU, NAC + 5-FU, ICRP, and ICRP + 5-FU on erythrocyte population in treated mice.
Erythrocyte population%
. o 1 v
Groups X 2 R AL Orthochromatic Enucleated red blood
Proery philic ery bl
cry cclls
Control 0.53 £ 0.06 49.00 + 2.65 6.60 +0.46 25.17 £1.07
5-FU 0.07 £ 0.12* 40.07 + 4.56* 350  0.20* 3L03 £2.57*
Dayl NAC+5-FU 0.23 £ 0.06 39.67 +3.28" 550 + 030 26.93 +2.93
ICRP 0.30 + 0.00° 51.80 + 0.36% 6.50 +0.30% 20.53 + 0.45%
ICRP + 5-FU 0.20 £ 0.10 57.03 + 2.59%¢ 4.20 + 0.26% 2020 + 1.55*5¢
Control 0.33 £ 0.05 483£195 310 4087 2057 +2.48
5-FU 027 £ 0.11 1.70 £ 0.26* 3.50 + 0.88 71.87 + 4.48°
Day7 NAC+5-FU 440 +2.40% 2734 5.66° 6.67 + 152" 2163 +33°
ICRP 0.63 4 0.05° 519 + 3.93% 4.90 +0.40 2077 +431°
ICRP + 5-FU 41340774 5214 59 6.83 + 0.70* 1630 + 157"

Data are expressed as mean + SD (P < 0.05) (n = 3).
a: significantly different from the control group.

b: significantly different from 5-FU group.

¢: significantly different from NAC + 5-FU group.

d: significantly different from ICRP group.

Populations I to IV progressi

Sinck: hrahl

orthoc ery and IV,

cleated red blood cells.

compared with 5-FU group (P < 0.05). Enucleated red blood
cells were the predominant population in 5-FU treated mice;
these findings are different to the control and ICRP + 5-FU
groups (Figure 4 and Table 2).

3.4. ICRP Decreased ROS/Superoxide Formation and Nrf2
Activation Induced by 5-FU. The ROS/superoxide formation
and Nrf2 activation were induced on day 1 and day 7 by 5-
FU treatment and the ICRP + 5-FU treatment decreases these

of erythroid cells. Populations are characterized by 1, proerythroblasts; I1, basophilic erythroblasts; 111,

parameters on day 7; no statistical difference was found on
day 1 (Figure 5).

3.5. Histopathologic Analysis. The effect of ICRP on the
histopathology of bone marrow at 1 and 7 days is shown
in Figure 6 and described at continuation; 5-FU treatment
decreased the cell density of bone marrow, creating a hypocel-
lular environment, with marked decrease of megakaryocytes
and granulocytic lineage cells, and no large amount of
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FiGure 3: Continued.
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FIGURE 3: Flow cytometry analysis: BM cells from both femora and tibia were obtained on day 7 from treated mice. Subsequently, BM cells
were analyzed for expression of the cell surface markers by flow cytometry. (a) Representative result of flow cytometry analysis for CD45" BM
cells. (b) Statistics from CD45" BM cells. (¢) Representative result of flow cytometry analysis for CD11b* Gr-1" BM cells. (d) Statistics from

CDUb*Gr-1" BM *(P < 0.05) (n = 3).
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FIGURE 4: Flow cytometry analysis: representative result of flow cytometry analysis. BM cells from both femurs and tibias were obtained on
day 7 from treated mice. Subsequently, BM cells were analyzed for expression of the cell surface markers CD71 and Terl19 by flow cytometry.
Populations 1 to IV represent progressive maturation of erythroid cells. Populations are characterized by 1, proerythroblasts; 11, basophilic
erythroblasts; I11, orthochromatic erythroblast; and IV, enucleated red blood cells.

precursor cells was found. NAC and ICRP treatments protect
bone marrow because they present a higher proportion in
differentiated precursor cells and cellularity. The ICRP group
showed normal myeloid tissue cellularity.

3.6. Effects of ICRP on Hematotoxicity and Gain of Body
Weight in 5-FU Treated Mice. We examined the effects
of ICRP on 5-FU treated mice on red blood cell (RBC),

hemoglobin (HB), hematocrit (HCT), white blood cell
(WBC), and platelets (PLT) levels 1 and 7 days after initiating
treatments. The 5-FU group resulted in anemia and erythro-
cytopenia and decreased the hematocrit level on day 1 and
day 7. The leucopenia was observed only in day 1. The ICRP
+5-FU group did not present any of these toxic effects; their
values were similar to the control group (Table 3). The 5-FU
treated mice gained less body weight (P < 0.05) compared to
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F1GURE 5: (a) ROS/superoxide analysis: BM cells from both femora and tibia were obtained on day 1 and day 7 from treated mice. Subsequently,
BM cells were stained for ROS/superoxide detection by flow cytometry. (b) Nrf2 analysis: BM cells from both femora and tibia were obtained
on day 1and day 7 from treated mice. Subsequently, BM cells were fixed and permeabilized for intracellular staining * (P < 0.05) (n = 3).

NAC+5-FU

ICRP+5-FU

FIGURE 6: Bone marrow histology: on day 1 and day 7, femora of treated mice were harvested, fixed, sectioned, and stained with hematoxylin
and eosin. The histological description was made by a pathologist; photographs were taken under a microscope at 40x.

the control. The ICRP + 5-FU ioup increased body weight
similar to the control group (Table 4)

4. Discussion
The chemotherapy with 5-FU is widely used since its discov-
ery to treat a variety of tumors, including colorectal, breast,

and liver carcinomas [22]. The hematologic toxicity induced
by chemotherapy is related to the dose-limiting side effect,
affecting the therapeutic success and quality of life of patients
[23]. The 5-FU as a model of bone marrow depletion has
been used by many researchers (7, 13, 16, 17, 24-28]; in the
present study, we corroborated that a single dose of 5-FU
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TasLE 3: Effects of 5-FU, NAC + 5-FU, ICRP, and ICRP + 5-FU on peripheral blood analysis in treated mice.

Peripheral blood analysis
Group RBC count x 10° HB level g/dL HCT level (%) WBC mm? PLT mm®
Control 8.00 £ 0.35 1250 + 0.85 36+4 4.67 +0.49 53433 £170.28
5-FU 443+ 031 6.87 + 0.61* 2042 150 + 0.44* 318.33 +123.31
Day1 NAC + 5-FU 6.97 £ 0.81° 1130 + 139° 3245° 2231085 393.00 + 54.29
ICRP 8.30 + 0.44° 13.10 £ 0.72° 39+ 2° 6.37 + L77 448.67 + 108.84
ICRP + 5-FU 690 +1.14° 1103 + 161" 325" 413+ 0.91 47233 + 159.53
Control 760 + 0.92 1163 + 1.65 3446 5.03 +0.95 525.00  184.01
5-FU 483 +127* 773 +2.48* 217 313+ 190 260.67 +122.92
Day7 NAC + 5-FU 6.93 +0.59° 1050 + 0.95 3243 560 +3.74 380.00 + 34.18
ICRP 863 +015° 1343 +£0.50° 4245° 6.27 +1.87 470.67 + 8278
ICRP + 5-FU 773 035" 1217 + 0.45° 36+2° 4574110 600.00 + 89.21°
Data are expressed as mean + SD (P < 0.05) (n = 3).
a: significantly different from the control group.
b: significantly different from 5-FU group.
¢ significantly different from NAC + 5-FU group.
Red blood cell (RBC), hemoglobin (HB), hematocrit (HCT), white blood cell (WBC), and platelets (PLT).
TaBLE 4: Effects of 5-FU, NAC + 5-FU, ICRP, and ICRP + 5-FU on body weight gain in treated mice.
Body weight
Group Initial body weight (g) Final body weight (g) Body weight gain (g)
Control 26.50 + 3.00 2975+ 2.63 3254050
5-FU 24.00 + 4.62 2525+ 435 125 £ 0.50°
NAC + 5-FU 2350 +5.20 25.25 +5.06 1.75 + 0.50*
ICRP 2550 + 451 29.00 + 4.97 3.50 +0.58%
ICRP + 5-FU 25.75 + 359 2875 + 4.03 3.00 +0.82°

Data are expressed as mean + SD (P < 0.05) (n = 3).
a: significantly different from the control group.

b: significantly different from 5-FU group.

¢ significantly different from NAC + 5-FU group.

(75 mg/kg) reduces the number of CFU-GM (7}, which indi-
cates that bone marrow lineage commitment and proliferative
potential are affected [29]. The ICRP treatment demonstrates
an efficient chemoprotection to 5-FU treatment, due to an
increase in bone marrow progenitor cells function, such as
those found with the use of amifostine, which is a clinical
radioprotector [30].

This effect on progenitor cells can be correlated with
the capacity of ICRP to protect more committed lineages in
bone marrow cells, such as leukocyte (CD45%), granulocyte
(CD11b*Gr-1*), and erythroid populations (CD71, Terl19)
which are affected by 5-FU [27, 31], and also with normal
hematological values of WBC and RBC in a systemic level.
Other studies have previously used animal models and
peripheral blood reconstitution as measure of bone marrow
recovery after chemotherapy (32, 33). These results could be
used to reduce infections and anemia experienced by patients
receiving chemotherapy [34].

In this study, cell cycle analysis was used to determine
whether the observed chemoprotection is related to cell cycle
arrest at any phase. It is known that the mechanism of
cytotoxicity of 5-FU is on actively proliferating cells (S phase)
including healthy and cancer cells (35, 36]. Agents such as

tetrapeptide acetyl-N-Ser-Asp-Lys-Pro (AcSDKP) and TGF-
B can protect marrow progenitor cells due to the induction
of GO/GI arrest, being an alternative to chemoprotection
therapy [37, 38]. In our study, ICRP and NAC did not
affect cell cycle in bone marrow cells, suggesting another
mechanism of action in the protection of 5-FU treated bone
marrow cells.

It is know that 5-FU induces oxidative stress in bone
marrow cells 7] and this leads to the activation of Nrf2
transcription factor [39, 40]; therefore, several researchers
explain the mechanism of chemoprotection of different com-
pounds for their ability to activate the antioxidant response
and neutralizing ROS [41]. Our results indicate that ICRP
decreased ROS/superoxide production and Nrf2 activation
in 5-FU treated bone marrow cells on 7 day; this could
be explained because ICRP has an antioxidant capacity by
increasing glutathione peroxidase, catalase, and superoxide
dismutase enzymes [21]; further studies are needed to clarify
whether these enzymes are responsible for decreasing ROS
production in bone marrow. These results would suggest
that ICRP might act as free radical scavenger, similar to
aminothiols and phosphorothioates, two protective agents
widely used [42].
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All these effects of chemoprotection are reflected in our
histopathology analysis; this kind of technique is used to
assess the bone marrow architecture, cellularity, estimation
of iron stores, and other features [43]. It is important that
patients receiving chemotherapy can maintain their weight
in order to improve health-related quality of life [44]; we
found that ICRP helps to maintain normal weight after 5-
FU treatment, which indicates that ICRP could improve the
quality of life in cancer patients. Itis known that NAC protects
the cytotoxic and apoptotic effects against cisplatin in human
tumor cell lines, because NAC blocks the death receptor and
mitochondrial apoptotic pathways [45]. Thisis necessary in in
vitro and in vivo studies to determinate if ICRP has antagonist
action against tumor cells treated with chemotherapy due
to its antioxidant activity showed in this study. Current
studies about that are running in our laboratory. Although
in previous studies ICRP has been administrated to patients
with breast and lung cancer as an adjuvant to avoid secondary
effects in combination with chemotherapy, there was no effect
on the tumor regression and improving the quality of life
[20, 46].

5. Conclusion

It is important to investigate new compounds that could
be given during chemotherapy treatment and help us to
alleviate some side effects, resulting in a significant increase
in chemotherapy doses. Our results suggest that the ICRP can
be proposed as a chemoprotective agent because it is able to
protect the damage caused by 5-FU in bone marrow cells,
ROS production, hematological parameters, and weight gain
probably by its antioxidant or immunomodulatory capacity.

Competing Interests

The authors declare that they have no competing interests
regarding the publication of this paper.

Acknowledgments

This work was supported by the Laboratorio de Inmunologia
y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Uni-
versidad Auténoma de Nuevo Leén, in collaboration with
“Red Temitica de Inmunologia en Cancer y Enfermedades
Infecciosas” with registry no. 253053, CONACYT.

References

[1] Y. Wang, V. Probin, and D. Zhou, “Cancer therapy-induced
residual bone marrow injury: mechanisms of induction and
implication for therapy,” Current Cancer Therapy Reviews, vol.
2, no. 3, pp. 271-279, 2006.

[2] J.E. Groopman and L. M. Itri, “Ch h induced
in adults: incidence and treatment, Ioumal of the National

[4] D.B. Longley, D. P. Harkin, and P. G. Johnston, “5-fluorouracil:
mechanisms of action and clinical strategies,” Nature Reviews
Cancer, vol. 3, no. 5, pp. 330-338, 2003.

[5] M. Chadwick and C. Chang, “Comparative physiologic dispo-
sitions of 5-fluoro-2'-deoxyuridine and 5-fluorouracil in mice
bearing solid L1210 lymphocytic leuk ;" Cancer Ty
Reports, vol. 60, no. 7, pp. 845-855, 1976.

[6] S. Tetsuhiko, “Development history and concept of an oral
anticancer agent S-1 (TS-1): its clinical usefulness and future
vistas," Japanese Journal of Clinical Oncology, vol. 39, no. 1, pp.
2-15, 2009.

[7] S. Numazawa, K. Sugihara, S. Miyake et al., “Possible involve-
ment of oxidative stress in 5-fl il-mediated myelo-
suppression in mice,” Basic and Clinical Pharmacology and
Toxicology, vol. 108, no. 1, pp. 40-45, 2011

[8] J. D. Schuetz, H. J. Wallace, and R. B. Diasio, “5-Fluorouracil
incorporation into DNA of CF-1 mouse bone marrow cells as a
possible mechanism of toxicity," Cancer Research, vol. 44, no. 4,
Pp. 1358-1363, 1984.

[9] M. B. Garg, L. F. Lincz, K. Adler, F. E. Scorgie, S. P. Ackland,
and J. A. Sakoff, “Predicting 5-fluorouracil toxicity in colorectal
cancer patients from peripheral blood cell telomere length: a
multivariate analysis,” British Journal of Cancer, vol. 107, no. 9,
pp- 15251533, 2012.

[10] K. Kadoyama, I. Miki, T. Tamura, J. B. Brown, T. Sakaeda,
and Y. Okuno, “Adverse event profiles of 5-fluorouracil and
capecitabine: data mining of the public version of the FDA
adverse event reporting system, AERS, and reproducibility of
clinical observations,” International Journal of Medical Sciences,
vol. 9, no. 1, pp. 33-39, 2012.

[11] A. R. A. Abd-Allah, A. A. Al-Majed, A. A. Al-Yahya, S. L
Fouda, and O. A. Al-Shabana, “L-carnitine halts apoptosis and
myelosuppression induced by carboplatin in rat bone marrow
cell cultures (BMC),” Archives of Toxicology, vol. 79, no. 7, pp.
406-413, 2005.

[12] Y. Yang, S. Xu, Q. Xu et al, “Protective effect of Dammaranc
Sapogcmns against chemotherapy-induced myel
in mice," Experimental Biology and Medicine, vol. 236, no 6, pp-
729-735, 2011

[13] S. Kojima, K. Takaba, N. Kimoto et al, “Protective effects
of glutathione on 5-fl acil-induced 1 ion in
mice," Archives of Toxicology, vol. 77, no. 5, pp 285—290 2003.

[14] E.-S. M. El-Sayed, A.-A. H. Abdel-Aziz, G. K. Helal, S. Saleh,
and A. S Saad, Pro(ccﬁvc cﬂccl of N-acetylcysteine against
car induced myel city in rats)” Food and Chemical
Toxicology, vol. 48, no. 6, pp. 1576—1580 2010.

[15] B. Das, R. Antoon, R. Tsuchida et al, “Squalene selectively
protcc'.s mouse bone marrow pmgem(ors against cisplatin and
carboplatin-induced ¢y icity in vivo without protecting
tumor growth Neoplasia, vol. 10, no. 10, pp. 1105-1119, 2008.

[16] B.-E. Jeong, E.-]. Ko, and H.-G. Joo, “Cytoprotective effects of
fucoidan, an algae-derived polysaccharide on 5-fluorouracil-
treated dendritic cells," Food and Chemical Toxicology, vol. 50,
no.5, pp. 480-1484, 2012

[17] H. R. B. Raghavendran, R. Sathyanath, J. Shin et al, “Panax
gmstng modula!es cytokines in bone marrow toxicity and

Cancer Institute, vol. 91, no. 19, pp. 1616-1634, 1999.
[3] A. Polk, K. Vistisen, M. Vaage- Nilsen. and D. L. Nielsen, “A
systematic review of the pathoph y of 5-fl acil-

induced cardi icity; BIL;C Ph:. ; .,)' & Toxicology, vol.
15, p. 47, 2014.

ide RG1 partially supports myelopoiesis,”
PLoS ONE vol. 7, no. 4, Article ID 33733, 2012,

[18] E.-S. M. El-Sayed, A.-A. H. Abdel-Aziz, S. Saleh, and A. S.
Saad, “The ch tive effect of dimethylthiourea against
car ine-induced myelotoxicity in rats” Food and Chemical
Toxicology, vol. 49, no. 9, pp. 1965-1969, 2011.

76



10

[19] M. S. Becker, P. Schmezer, R. Breuer et al,, “The traditional Chi-
nese medical ¢ d Rocaglamide protects li
primary cells from DNA damage-induced toxicity by inhibition
of p53 expression,” Cell Death and Disease, vol. 5, Article ID
€1000, 2014.

[20] M. A. Franco-Molina, E. Mendoza-Gamboa, P. Zapata-Bena-
vides et al, “IMMUNEPOTENT CRP (bovine dialyzable leuko-
cyte extract) adjuvant immunotherapy: a phase I study in non-
small cell lung cancer patients,” Cytotherapy, vol. 10, no. 5, pp.
490-496, 2008.

(21] M. A. Franco-Molina, E. Mendoza-Gamboa, D. E. Mirand

Journal of Immunology Research

murine long-term bone marrow culture” Leukemia Research,
vol. 13, no. 8, pp. 667-672, 1989.

[34] S. Lindkeer-Jensen, S. Larsen, N. Habib-Lindkar-Jensen, and
H. E. Efagertun, “Positive effects on hematological and bio-
chemical imbalances in pati with metastatic breast cancer
stage IV, of BP-Cl, a new anticancer substance,” Drug Design,
Development and Therapy, vol. 9, pp. 1481-1490, 2015.

[35] C. Focaccetti, A. Bruno, E. Magnani et al, “Effects of 5-
fluorouracil on morphology, cell cycle, proliferation, apoptosis,
autophagy and ros production in endothelial cells and car-

Hernandez et al,, “Anti-infl and idant effects
of IMMUNEPOTENT CRP in hpopolysacchandc (LPS)-stimu-
lated human macrophages,” African Journal of Microbiology
Research, vol. 5, no. 22, pp. 3726-3736, 2011

[22] J. L. Grem, “5-Fluorouracil: fony~plusand sull uclung.Arevmw
of its preclinical and clinical develop igational New
Drugs, vol. 18, no. 4, pp. 299-313, 2000.

[23] S. Brennig, N. Lachmann, T. Buchegger, M. Hetzel, A. Scham-
bach, and T. Moritz, “Chemoprotection of murine hematopoi-
etic cells by combined gene transfer of cytidine deaminase
(CDD) and multidrug resistance 1 gene (MDRI1)," Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, vol. 34, article 148,
2015.

[24] M. Hofer, M. Pospiiil, V. Znojil, J. Hold, A. Vacek, and D.
Streitova, “Adenosine A3 receptor agonist acts as a homeostatic
regulator of bone marrow hematopoiesis,” Biomedicine and
Pharmacotherapy, vol. 61, no. 6, pp. 356-359, 2007.

[25] A.B.Kriegler, D. Bernardo, and S. M. Verschoor, * Pro(octmn of
murine bone marrow d h d cy
chemotherapy,” Blood, vol. 83, no. 1, pp. 65-71, 1994.

[26] L. Comte, V. Lorgeot, J. Bignon et al., "ln vivo modifications of
AcSDKP bolism and h poiesis in mice treated with
5-fl il and Goralatide;” European Journal of Clinical
Investigation, vol. 28, no. 10, pp. 856-863, 1998.

[27] E Takano, T. Tanaka, J. Aoi, N. Yahagi, and S. Fushiya, “Protec-
tive effect of (+)-catechin against 5-fluorouracil-induced mye-
losuppression in mice,” Toxicology, vol. 201, no. 1-3, pp. 133-142,
2004.

[28] C. Sarkar, D. Chakroborty, P. S. Dasgupta, and S. Basu,

“Dopamine is a safe antiangiogeni drugwhidlcanalsoprevenl
1l il induced ia)" International Journal of
Cancer, vol. 137, no. 3, pp. 744-749 2015.

[29] . Sheikhzadeh, H. J. H: D. Hartwig, H. Kirchner, and P.
Schlenke, “Improvement of the precision in CFU-GM and BFU-
Ec ing by flow cy y-based dardization of short-
term culture assays,” Journal of Hematotherapy and Stem Cell
Research, vol. 10, no. 6, pp. 881-885, 2001,

[30] M. Orditura, E De Vita, A. Roscigno et al, “Amifostine: a
selective cytop tive agent of I tissues from chemo-
radiotherapy induced toxicity (Review),” Oncology Reports, vol.
6, no. 6, pp. 1357-1362, 1999.

[31] S.Vemula, J. Shi, R. S. Mali et al., “ROCKI functions as a critical

1 of stress erythropoiesis and survival by regulating
p53 Blood, vol. 120, no. 14, pp. 2868-2878, 2012.

(32] C. Hartley, S. Elliott, C. G. Begley et al. “Kinetics of hacmal-
opoietic recovery after dose-i /radioth
mice: optimized erythroid support wu.h darbepoetin alphn.
British Journal of Haematology, vol. 122, no. 4, pp. 623-636,
2003.

[33] K.Bhaskara Udupa and D. A. Lipschitz, “The pattern of myeloid
suppression and recovery after the addition of methotrexate to

yocytes,” PLoS ONE, vol. 10, no. 2, Article ID e0115686,
2015.

[36] T. Shirasaka, “Development history and concept of an oral
anticancer agent S-1 (TS-1®): its clinical usefulness and future
vistas," Japanese Journal of Clinical Oncology, vol. 39, no. 1, pp.
2-15, 2009.

[37] D. Bonnet, R. Césaire, F. Lemoine, M. Aoudjhane, A. Najman,
and M. Guigon, “The tetrapeptide AcSDKP, an inhibitor of the
cell-cycle status for normal human hematopoietic progenitors,
has no effect on leukemic cells,” Experi I Hematology, vol.
20, no. 2, pp. 251-255,1992.

[38] Y. Shiotsu, K. Yamashita, E Kanai et al,, “Chemoprotective
eﬁ'ects of I(P41399 a derivative of carbazole compounds, on

ed thrombocytopenia,” Blood, vol. 95, no. 12,
pp- 3771-3780, 2000.

[39] H. Akhdar, P. Loyer, C. Rauch, A. Corly, A. Guillouzo, and
E. Morel, “Involvement of Nrf2 activation in resistance to 5-
fluorouracil in human colon cancer HT-29 cells” European
Journal of Cancer, vol. 45, no. 12, pp. 2219-2227, 2009.

[40] K. Kani, Y. Momota, M. Harada et al,, “y-tocotrienol enhances
the chemosensitivity of human oral cancer cells to docetaxel

hrough the d gulation of the of NF-xB-
regulated anti-apoptotic gene products,” International Journal
of Oncology, vol. 42, no. 1, pp. 75-82, 2013.

[41] Q. Ma and K. Kinneer, “Ch tion by phenolic antiox-
idants. Inhibition of tumor necrosis factor a induction in
macrophages,” The Journal of Biological Chemistry, vol. 277, no.
4, pp. 2477-2484, 2002.

[42] A. D. Schweitzer, E. Revskaya, P. Chu et al,, “Melanin-covered
nanoparticles for protection of bone marrow during radiation
therapy of cancer,” Int: [ Journal of Radiation Oncology
Biology Physics, vol. 78, no. 5, pp. 1494-1502, 2010.

[43] G.S. Travlos, “Normal structure, function, and histology of the
bone marrow,” Toxicologic Pathology, vol. 34, no. 5, pp. 548-565,
2006.

[44] L Imayama, C. M. Alfano, M. L. Neuhouser et al, “Weight,
inflammation, cancer-related symptoms and health-related
quality of life among breast cancer survivors,” Breast Cancer
Research and Treatment, vol. 140, no. 1, pp. 159-176, 2013.

[45] Y.J. Wu, L. L. Muld and E. A. N« 1t, “The ch
tive agen! N-acetyleysteine blocks dsplalm-mduc:d apop(osxs

hrough caspase signali hway” Journal of Pharmacology
and Expmmmml Thempeuhcs. vol 312, no. 2, pp. 424-431,
2005.

[46] H. H. Lara, L. L. Turrent, E. N. Garza-Trevifio, R. Tamez-
Guerra, and C. Rodriguez-Padilla, “Clinical and immunological
assessment in breast cancer patients receiving anticancer ther-
apy and bovine dialyzable leukocyte extract as an adjuvant,
Experimental and Therapeutic Medicine, vol. 1, no. 3, pp. 425-
431, 2010.

77



