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Resumen

Las células cancerigenas estan muy adaptadas y suelen ser resistentes a los agentes
antitumorales, lo cual impedimenta una terapia efectiva contra el cancer. Sin em-
bargo, en estas células se encuentran factores que pueden modificar la respuesta al
tratamiento quimioterapéutico. Resultados previos, obtenidos en células tumorales
Hela, demostraron que el acido félico (AF) combinado con el carboplatino (CBP) per-
mitia bajar la dosis de CBP utilizada y aumentar la actividad del compuesto platinado.
En este sentido, es imprescindible evaluar los efectos de dicho tratamiento en las
células sanas. Por este motivo, se analizd el efecto del tratamiento combinado de AF
y CBP in vitro sobre la viabilidad celular (ensayo MTT) utilizando sangre periférica de
mujeres sanas. Los cultivos se realizaron por 48 horas a 37°C, durante las ultimas 24
horas se efectuaron los tratamientos: 1. control negativo (CN); 2. control AF (900 nM);
3. control CBP (40,4 mM); 4. control de manitol (ML 40,4 mM); 5. combinado AF-CBP
(900 nM-40,4 mM); 6. combinado AF-ML (900 nM-40,4 mM); 7. control positivo (CP
etanol 10%). Los cultivos que recibieron la combinacién AF-CBP presentaron una via-
bilidad similar a la observada para el CN. Por el contrario, en los cultivos que recibie-
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explorando el uso del AF en protocolos basados en agentes platinados, con el fin de
reducir las dosis en el tratamiento de pacientes y la aparicién de efectos secundarios.
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Abstract

Cancer cells are highly adaptive and often resistant to antitumor agents, which pre-
vents effective cancer therapy. However, in these cells there are factors that can mod-
ify the response to chemotherapy treatment. Previous results, obtained in Hela tu-
mor cells, demonstrated that folic acid (FA) combined with carboplatin (CBP) allowed
lowering the dose of CBP used and increasing the activity of the platinum compound.
In this sense, it is essential to evaluate the effects of such treatment on healthy cells.
For this reason, the effect of combined FA and CBP treatment in vitro on cell viability
(MTT assay) in peripheral blood of healthy women was analyzed. Cultures were car-
ried out for 48 hours at 37°C, during the last 24 hours the treatments were carried out:
1. negative control (NC); 2. FA control (900 nM); 3. CBP control (40.4 mM); 4. mannitol
control (ML 40.4 mM); 5. combined FA-CBP (900 nM-40.4 mM); 6. combined FA-ML
(900 NnM-40.4 mM); 7. positive control (PC ethanol 10%). The cultures that received
the FA-CBP combination showed a similar viability to that observed for NC. On the
contrary, in the cultures that received treatment with CBP only, viability decreased
in a statistically significant manner compared to the control. These findings could be
a contribution to exploring the use of FA in protocols based on platinum agents, in
order to reduce doses in the treatment of patients and the appearance of side effects.
Rev Arg Antrop Biol 27(1), 094, 2025. https://doi.org/10.24215/18536387e094
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Resumo

As células cancerigenas sdo altamente adaptadas e muitas vezes resistentes a agentes
antitumorais, o que impede uma terapia eficaz contra o cancer. Porém, nessas células
existem fatores que podem modificar a resposta ao tratamento quimioterapico. Resul-
tados anteriores, obtidos em células tumorais HeLa, demonstraram que o acido félico
(AF) combinado com a carboplatina (CBP) permitiu diminuir a dose de CBP utilizada e
aumentar a atividade do composto de platina. Nesse sentido, é fundamental avaliar os
efeitos do referido tratamento nas células saudaveis. Por esta razdo, o efeito do trata-
mento combinado com AF e CBP in vitro na viabilidade celular (ensaio MTT) foi anali-
sado utilizando sangue periférico de mulheres saudaveis. Os cultivos foram realizados
por 48 horas a 37°C, e nas ultimas 24 horas foram realizados os tratamentos: 1. controle
negativo (CN); 2. controle de AF (900 nM); 3. controle de CBP (40,4 mM); 4. controle de
manitol (ML 40,4 mM); 5. AF-CBP combinado (900 nM-40,4 mM); 6. AF-ML combinado
(900 nM-40,4 mM); 7. controle positivo (etanol CP 10%). As culturas que receberam a
combinacao AF-CBP apresentaram viabilidade semelhante a observada para CN. Pelo
contrario, nas culturas que receberam tratamento apenas com CBP, a viabilidade dimi-
nuiu de forma estatisticamente significativa em comparagao com o referido controle.
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El cancer es un conjunto de enfermedades que se pueden originar en casi cualquier
érgano o tejido del cuerpo, cuando un grupo de células anormales crecen y se multipli-
can de forma descontrolada (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2024a). Las células
cancerigenas tienen una gran capacidad de adaptacién, por eso suelen desarrollar resis-
tencia a los agentes antitumorales, lo cual es un impedimento para una terapia efectiva
contra el cancer.

Los pacientes con cancer pueden experimentar malnutricién asociada a la enferme-
dad, no solo en relacién a los macronutrientes que proporcionan energia (carbohidratos,
proteinas y grasas), sino también a los micronutrientes biocataliticos e inmunomodula-
dores. A su vez, el requerimiento de micronutrientes puede verse aumentado debido a
los efectos adversos de los tratamientos de quimio o radioterapia (Grober et al., 2016). A
causa de la importancia de los micronutrientes, se han llevado a cabo numerosos estu-
dios especificos para comprender su rol durante el desarrollo de la enfermedad e imple-
mentar la suplementacién con los mismos como una linea de apoyo en el tratamiento
contra el cancer. En este contexto, la terapia nutricional resulta vital en el cuidado integral
del tratamiento de la enfermedad, tanto para procurar compensar la deficiencia de nu-
trientes como para beneficiar el curso del tratamiento (Groéber et al., 2016; Strohle et al.,
2010; Whiteside et al., 2004).

El acido folico (AF) es una vitamina del complejo B (B9) derivada de la pteridina, unido
a través de un puente metileno a una molécula de 4cido paraaminobenzoico conjugado
con una o varias moléculas de acido glutamico. Los mamiferos pueden sintetizar todos
los componentes de esta vitamina, pero no poseen las enzimas precursoras capaces de
unir sus componentes, por ello deben adquirirlo a través de la dieta. Se ha observado
que los niveles de AF son bajos en pacientes con cancer, especialmente en aquellos con
cancer avanzado (Concha-Cisternas et al., 2020).

El cdncer del cuello del tero (CCU) es el cuarto cdncer mas frecuente entre las mujeres
de todo el mundo (OMS, 2024b). A pesar de los avances, el CCU recurrente, persistente o
avanzado es un mal respondedor a las modalidades de tratamiento actual. Este tipo de
neoplasia se origina de manera escalonada a partir de lesiones precursoras displasicas
que son iniciadas por infecciones persistentes por ciertos tipos del virus del papiloma
humano (HPV) (Zur Hausen, 1996). En las lesiones cervicales precursoras, el HPV existe
principalmente en forma episomal, mientras que en los carcinomas cervicales el ADN
viral se encuentra principalmente de forma integrada al genoma celular. Estos eventos
de integracién se dan en secuencias especificas del genoma viral, principalmente en su
region E2, interrumpiendo la secuencia de este gen, que actia como regulador negativo
de la expresion de los oncogenes virales (Pett y Coleman, 2007).

El carboplatino (CBP) es una droga de segunda generacion introducida a finales del
siglo XX como agente quimioterapéutico; sus ventajas con respecto al cisplatino consis-
ten en que posee menos efectos secundarios y baja neurotoxicidad, pero también menor
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difusion pasiva o por endocitosis a través de un transportador de cobre (Shen et al., 2012).

no de las bases generando puentes cruzados intracadena y bloqueando la replicacion y
transcripcion (Szefler et al., 2021). A pesar de que el cisplatino es el tratamiento estandar
para CCU, los efectos adversos significativos limitan su uso en ciertos pacientes (Keys et
al., 1999; Morris et al., 1999; Rose et al., 1999; Whitney et al., 1999). Por su parte, el CBP
ha demostrado una actividad antitumoral y un espectro de accién similares al cisplatino
cuando se utiliza combinado con otros compuestos (Ho et al., 2016; Lokich y Anderson,
1998; Moore et al., 2007; Muggia, 1989).

Teniendo en cuenta que la resistencia a los agentes antitumorales es uno de los impe-
dimentos principales para una terapia efectiva contra el cancer, es importante considerar
la accion de factores moduladores de esta respuesta. Existen evidencias clinicas y expe-
rimentales que muestran que en células tumorales humanas se encuentran factores que
modulan la respuesta al tratamiento quimioterapéutico (Singh et al., 2019). Entre ellos,
se ha visto que un aumento en la internalizacién de AF puede participar en el control de
la proliferacion celular modificando la respuesta de los agentes quimioterapéuticos (Liu
et al., 2016). De hecho, los conjugados entre AF y agentes quimioterapéuticos se estan
utilizando como prometedores agentes en terapia anticancerigena (Choi y Mason, 2000;
Singh et al., 2019). Algunos autores observaron que el receptor de folato esta sobreexpre-
sado en varias células de cancer epitelial humano y casi no se expresa en células sanas; la
linea celular Hela, en particular, presenta una fuerte expresién del receptor de folato (Ji
etal., 2015; Zhang et al., 2006). En general, los tipos agresivos de cancer poseen mayores
cantidades de este receptor (Hansen et al., 2015).

En la terapia contra el cancer, los agentes dirigidos molecularmente tienen el poten-
cial de maximizar la eficacia antitumoral mientras minimizan la toxicidad relacionada con
el tratamiento, bajo esta linea se estudia la posibilidad del uso de algunos micronutrien-
tes como agentes dirigidos, aunque equilibrar la necesidad de destruir células cancerosas
y preservar el tejido sano y los procesos fisioldgicos normales es un desafio (Ledermann
etal., 2015). Resultados previos obtenidos en nuestro grupo de trabajo, sobre células tu-
morales Hela, demostraron que el AF (900 nM) combinado con CBP (40,4 mM) aumenté
la actividad del compuesto platinado, incrementando su efecto sobre la muerte celular
cerca de un 20% (Nikoloff et al., 2016). Dada la importancia de encontrar agentes tumo-
rales que actuen sobre las células anormales sin daiar el tejido sano, el objetivo del pre-
sente trabajo fue analizar el efecto del AF como modulador del agente quimioterapéutico
CBP sobre la viabilidad celular en células de sangre periférica.

MATERIALY METODOS
Cultivo celular

El trabajo se desarrollé utilizando sangre periférica entera cultivada in vitro. Luego del
consentimiento informado, se obtuvo una muestra de sangre de mujeres donantes sanas,
de entre 30 y 50 aflos de edad, por puncién venosa con jeringa heparinizada. Los proto-
colos in vitro no han establecido un ndmero minimo de donantes, pero considerando el
volumen sanguineo necesario para llevar a cabo las experiencias se muestrearon 10 in-
dividuos para desarrollar el estudio preclinico. La sangre entera se cultivé a 37°C durante
48 hs en frascos con medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado
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ml Estreptomicina) (Bago Laboratorio, Buenos Aires, Argentina) y fitohemaglutinina (100

Disefno experimental

Los ensayos in vitro proveen informacion rapida acerca de los efectos de un determi-
nado compuesto o agente. En particular, el modelo in vitro de cultivo de sangre perifé-
rica es muy eficaz para determinar el efecto de los micronutrientes sobre el dafio gené-
mico y la citotoxicidad (Fenech, 2010; Kimura et al., 2004; Wu et al., 2009). Este modelo
es esencial para definir la concentracion 6ptima y el limite superior mas seguro de los
micronutrientes (Fenech, 2010).

A las 24 hs de iniciados los cultivos, segun las especificaciones mencionadas en el
apartado anterior, se realizaron los tratamientos como se detalla a continuacién: 1. con-
trol negativo (CN): cultivo sin tratar; 2. control AF: 900 nM de AF; 3. control CBP: 40,4 mM
de CBP; 4. control manitol (ML): 40,4 mM de ML; 5. combinado AF-CBP: 900 nM de AF y
40,4 mM de CBP; 6. combinado AF-ML: 900 nM de AF y 40,4 mM de ML; 7. control positivo
(CP): etanol 10%. La viabilidad celular se analiz6 a través del ensayo MTT.

Ensayo de viabilidad celular: thiazolyl blue tetrazoliumbromide
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide MTT

Se trata de un ensayo colorimétrico donde, bajo determinadas condiciones, la enzima
NAD(P)H puede reflejar el nimero de células viables. Esta enzima es capaz de reducir el
colorante thiazolyl blue tetrazoliumbromide MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide, un compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio so-
luble en agua y con color amarillo, a su forma reducida que es insoluble y se denomina
formazan, la cual es de color purpura. Cuanto mas oscura sea la disoluciéon, mayor serd
el numero de células metabdlicamente activas viables y mayor sera el valor referido de
la absorbancia. Para la cuantificacion se adiciona un disolvente organico, como DMSO
(dimetilsulféxido), y se mide por espectrofotometria a 550 nm. La actividad metabdlica
de las células incluye la de las enzimas deshidrogenasas. Se considera que la accién so-
bre el MTT se debe principalmente a las deshidrogenasas mitocondriales, en particular
la enzima succinato deshidrogenasa, pero también pueden intervenir reductasas cito-
sélicas o de otros compartimentos subcelulares. Este método ha sido muy utilizado para
medir supervivencia y proliferacion celular; y se utiliza también para evaluar citotoxicidad
(pérdida de viabilidad celular) o actividad citostatica (paso del estado proliferativo al de
descanso) de agentes o sustancias potencialmente téxicas (Gambaro et al., 2022).

Transcurridas las 48 hs de cultivo se trasvaso el contenido del frasco a un tubo y se
centrifugd por 10 minutos a 1200 rpm. Luego se retiraron los glébulos rojos con un bu-
ffer de lisis ACK. Posteriormente, se realizd una nueva centrifugacion y se efectuaron dos
lavados con PBS. Se dejé 1 ml de suspensién celular, se agregaron 240 ul de la solucién
stock MTTy se incubé por 3 hs a 37°C en oscuridad. Luego se centrifugd y retir6 el MTT, se
adicioné 1 ml de DMSO y se sembraron 100 pl por pocillo en una placa de 96. Se realizé
la lectura a 550 nm en un espectrofotémetro con lector de placas (Multiskan™go - Thermo
Fisher Scientific). Con esta técnica, se valora al control negativo como punto de referencia
con 100% de viabilidad.
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los porcentajes de viabilidad. Debido a que la viabilidad siguié una distribucién normal,
determinada por la curtosis, se utilizé la prueba de ANOVA simple para el analisis estadis-
tico. Posteriormente, se realizo el contraste de multiples rangos a través del método LSD
de Fisher. Se emple6 el programa Statgraphics® 5.1(1994) considerando un p < .05.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se observan las concentraciones de CBP, AF y ML, solos y en las combi-
naciones establecidas, asi como los valores promedios de las absorbancias obtenidas en
las 3 tandas experimentales. En la Figura 1 se presentan los resultados correspondientes
a los porcentajes de viabilidad promedio producto de los tratamientos con CBP, AF, MLy
sus combinaciones.

Debido a que los datos presentaron una distribucién normal (curtosis total 1,59266)
se realiz6 el anélisis de ANOVA Simple, encontrandose diferencias estadisticamente signi-

TABLA 1. Concentraciones de acido folico, carboplatino, manitol y las respectivas combinaciones;
valores promedio de absorbancia.

Tratamientos Concentraciones Absorbancia
CN - 0379
AF 900 nM 0383
CBP 404 mM 0,353
ML 40,4 mM 0378
AF-CBP 900 NM/40,4 mM 0,386
AF-ML 900 nM/40,4 mM 0437
Ccp etanol 10% 0,2

Control negativo (CN), Acido Félico (AF), Carboplatino (CBP), Manitol (ML), Acido Félico-Carboplatino (AF-CBP), Acido Félico-
Manitol (AF-ML), Control Positivo (CP).

FIGURA 1. Porcentajes de viabilidad celular (%Viabilidad) en sangre periférica humana tratada con
CBP (carboplatino), AF (4cido folico) y su combinacion. Se puede observar que quedaron conforma-
dos 4 grupos homogéneos, a través del método LSD de Fisher: a) CN (control negativo), AF-ML(control
manitol) y AF-CBP; b) CBP; c) AF-ML; d) CP(control positivo).
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de Fisher, quedaron conformados 4 grupos homogéneos: a) CN, AF, ML y AF-CBP; b) CBP;

que recibieron la combinacion de AF-CBP presentaron valores semejantes a los del CN.
Es decir, no hubo una disminucién de la viabilidad celular debido al tratamiento combi-
nado AF-CBP (p > .05). Por el contrario, en los cultivos que recibieron el tratamiento sélo
con CBP la viabilidad disminuyé de manera estadisticamente significativa, no sélo res-
pecto de dicho control sino de casi todos los cultivos (p < .05), excepto del CP. El control
de ML (edulcorante utilizado en la elaboracién y comercializacién del CBP) presentd una
viabilidad semejante a la del CN (p > .05). Por su parte, el combinado AF-ML mostré una
viabilidad significativamente aumentada respecto de todos los demas cultivos (p < .05).

DISCUSION

El objetivo del presente trabajo consistid en la determinacion de la viabilidad celular
en linfocitos de sangre periférica tratados con AF (900 nM) y CBP (40,4 mM). Estas dosis
fueron establecidas en un trabajo previo llevado a cabo por el mismo grupo de investiga-
cion, con ensayos realizados sobre células Hela. En dicha investigacion se demostré que
el AF combinado con el CBP permitia, por un lado, bajar la dosis de CBP utilizada y, por el
otro, aumentar la actividad del compuesto platinado en Hela, incrementado su efecto so-
bre la muerte celular cerca de un 20% (Nikoloff et al., 2016). Estos resultados fueron con-
sistentes con los observados por otros autores en células Hela utilizando nanoparticulas
conteniendo CBP y AF (Jietal., 2015; Wang, 2020). Esto se debe a la formacion esponténea
del complejo AF-CBP que ingresa facilmente a la célula a causa de la sobreexpresion de
los receptores de folato en las células tumorales, especialmente en Hela (Luangwatta-
nanun et al., 2022; Wang, 2020; Zhang et al., 2006) y otros tumores agresivos (Hansen et
al., 2015). El AF puede unirse al receptor de folato con alta afinidad y entrar en las células
malignas por endocitosis mediada por el receptor y, de esta manera, evita ser endocitado
por aquellas células sanas que expresan un bajo nivel del receptor (Wang, 2020).

Para que dicho tratamiento sea efectivo es necesario corroborar que, ademas de ac-
tuar de manera eficiente sobre las células cancerosas, sea inocuo en tejidos sanos. En este
sentido, al evaluar la viabilidad celular de los cultivos de sangre periférica in vitro, el trata-
miento combinado AF-CBP presentd porcentajes semejantes a los del CN. De este modo,
se puede corroborar que las células sanas no sufrieron una disminucién de la viabilidad,
a diferencia de lo que sucedidé en las células tumorales que recibieron el tratamiento
combinado en el estudio previo (Nikoloff et al., 2016). Por el contrario, al realizar el trata-
miento de los cultivos sélo con el quimioterapéutico (CBP), se observé una disminucion
significativa de la viabilidad celular respecto de los controles empleados (CN, AF, ML) y
los combinados (AF-CBP y AF-ML). El control de ML presentd una viabilidad semejante
a la del CN y significativamente aumentada respecto del control de CBP. De este modo,
se puede apreciar que la disminucion en la viabilidad provocada por el CBP se debe a la
droga en si y no al excipiente utilizado en su fabricacién. Es importante destacar que la
menor viabilidad se encontré en el CP, lo cual se corresponde con el dafo esperado para
dicho tratamiento control.

Las células HeLa muestran una expresion significativa del receptor de folato, pero
esta distribucion se ve restringida en células de tejido sano, debido a que la mayoria de
las células de mamifero obtienen sus requerimientos normales de folato a través de un
transportador de folato reducido de baja afinidad o un transportador de folato acoplado
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P Biolégica (Liu et al., 2016). La sobreexpresion de este receptor puede haber evolucionado como

en células cancerosas, macréfagos activados y las células del tibulo proximal del rifidn

consecuencia de su aumento en la necesidad de acido félico en las células tumorales,
esencial en la sintesis de bases de nucleétidos para la proliferacion celular. Debido a que
el folato suele ser un nutriente limitante en el suero humano, la regulacién al alza de un
receptor de alta afinidad en las células cancerosas puede permitirles competir de manera
mas agresiva por la vitamina (Xia y Low, 2010; Zhang et al., 2006). En distintos trabajos
se utilizo al acido fdlico para dirigir una variedad de agentes terapéuticos destinados al
tratamiento de diversas enfermedades malignas en una amplia gama de aplicaciones que
incluyen toxinas proteicas, agentes quimioterapéuticos, inmunoterapia, terapia de ge-
nes, nanoparticulas, liposomas y mas (Barata, 2008; Batra y Devasagayam, 2009; Ceresoli
et al., 2006; Conklin, 2000; Garin et al., 2008; Ledermann et al., 2015; Simon et al., 2013;
Singh et al., 2019; Young et al., 2023; Zhang et al., 2010; Zinner et al., 2005).

En este contexto, el uso de AF como modulador de la respuesta celular frente al CBP
en cancer del cuello del utero fue comprobado tanto in vivo como in vitro (Chaudhury et
al., 2012; Jietal., 2015; Nikoloff et al., 2016; Singh et al., 2019; Wang, 2020; Xia y Low, 2010).
A pesar de estos avances, es importante destacar que la informacion sobre el uso del AF
en combinacién directa con CBP es inexistente en lo que respecta a su impacto en células
sanas. Esto es particularmente relevante dado que la minimizacién del dafo a las células
sanas es crucial para mejorar la calidad de vida de los pacientes durante el tratamiento
del céncer. De esta manera, el presente trabajo es el primero donde se evalua el efecto
modulador del AF en el tratamiento con CBP sobre la viabilidad de linfocitos de sangre
periférica humana. Este trabajo presenta las limitaciones inherentes a los estudios in vitro,
por otra parte, como se trata de una investigacion preliminar serd necesario llevar a cabo
otros estudios preclinicos donde se desarrollen técnicas que permitan evaluar el dano
genético del tratamiento combinado en células sanas.

CONCLUSIONES

Estos hallazgos podrian resultar un aporte cientifico en relacién a la utilizaciéon del

AF en protocolos basados en quimioterapia con agentes platinados con el fin de reducir

las dosis en el tratamiento de pacientes y, consecuentemente, la aparicion de efectos

secundarios que producen un dafo sobre los tejidos sanos. De todos modos, es necesa-

rio continuar realizando estudios preclinicos in vitro donde se analicen los efectos cito y

AGRADECIMIENTOS genotoxicos en células sanas para poder arribar a conclusiones mas certeras respecto de
la inocuidad del tratamiento AF-CBP. Estos estudios podrian ser el fundamento para que
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