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DESCRIPCION

Métodos y formulaciones nutricionales para aumentar la eficacia y reducir los efectos secundarios del tratamiento del
cancer

Campo técnico

La presente invencion se refiere en general a dietas y al tratamiento del cancer. Mas especificamente, la invencion
proporciona métodos que pueden utilizarse para sensibilizar a las células cancerosas a los farmacos
quimioterapéuticos, protegiendo al mismo a las células normales.

Antecedentes

La quimioterapia puede prolongar la supervivencia de los pacientes diagnosticados con una amplia serie de tumores
malignos. Sin embargo, los efectos secundarios toxicos para las células y los tejidos normales limitan la intensidad,
la frecuencia y la eficacia de la dosis de la quimioterapia. Por ejemplo, la cardiotoxicidad y la nefrotoxicidad
asociadas a los farmacos anticancerosos generalmente prescritos, la doxorrubicina y el cisplatino, respectivamente,
limitan su potencial terapéutico completo (Rajagopalan, S. Cancer Res. 1988, Hale, JP Arch. Dis. Child 1994;
Dobyan, DC, J. Pharmacol., E.T1980; Fillastre, JP Toxicology, 1989). Por lo tanto, la reduccién de toxicidad no
deseada mediante proteccion selectiva de las células normales sin comprometer la destruccion de las células
malignas representa una estrategia prometedora para mejorar el tratamiento del cancer.

Recientemente, se informé sobre una intervencién basada en ayuno capaz de proteger diferencialmente a las
células normales, pero no a las cancerosas, contra la quimioterapia a dosis altas en cultivos celulares y en ratones
portadores de neuroblastoma (Raffaghello, L. PNAS 2008). En el modelo de ratén de xenoinjerto de neuroblastoma,
a los ratones se les permitié consumir solo agua durante 48 horas antes de tratamiento con etopdsido. Mientras que
el etopdsido a altas dosis condujo a una letalidad del 50% en ratones alimentados a demanda (ad lib), el ayuno no
solo protegio la quimiotoxicidad asociada al farmaco sino que también retrasé la muerte dependiente de metastasis
del neuroblastoma (Raffaghello, L. PNAS 2008).

Delongo y Fortuna (2010 Trends in Pharmacological Sciences) y Hustling et al., (2003; Annual Review of Medicine:
selected topics in the clinical sciences) revisan los efectos de la restriccion de calorias sobre la prevencién del
cancer. Niabling et al. (1995 Journal of American College of Nutrition y Journal of American Dietetic Association)
desvelan los posibles beneficios de una dieta cetogénica en el tratamiento del cancer. Estas dietas cetogénicas no
implican restriccion caldrica.

Se sabe que la restriccion calérica mejora la resistencia al estrés y prolonga la longevidad de organismos que van
desde las levaduras hasta los mamiferos. También se ha demostrado que la restriccién caldrica retrasa el
crecimiento del cancer, pero su efecto es pequefio y no se puede combinar con la quimioterapia ni se puede aplicar
sola, ya que requiere una pérdida de peso a largo plazo que es perjudicial para los pacientes con cancer y también
muy dificil mantener.

Por consiguiente, al menos por estos motivos, existe la necesidad de métodos adicionales para tratar el cancer que
incorporen de manera eficaz una dieta que ayude al tratamiento y alivie los efectos secundarios quimioterapéuticos.

Resumen

Con este trasfondo de la técnica anterior, se desvela un método para aliviar el crecimiento del cancer o un sintoma
de cancer. El método de esta realizacion incluye una etapa en la el que se identifica a un paciente con cancer y
después se le proporciona una primera dieta durante un primer periodo de tiempo predeterminado. La primera dieta
proporciona al paciente como maximo el 50% de la ingesta calérica normal del paciente, procediendo al menos el
50% de las kilocalorias de la grasa, preferiblemente de grasa monoinsaturada. Después, se proporciona al paciente
una segunda dieta durante un segundo periodo de tiempo predeterminado. La segunda dieta proporciona al paciente
un maximo de 500 kcal/dia. El paciente recibe después una tercera dieta que optimiza la recuperacion de peso y la
reposicion de los nutrientes esenciales necesarios para una recuperacion y salud 6ptimas de las células y 6érganos
normales. La presente realizacién proporciona un protocolo de dieta modificada a corto plazo que es eficaz para
proteger a las células normales e impedir y retrasar el crecimiento de las células cancerosas. El protocolo y la dieta
modificada promoveran estos efectos sin causar pérdida de peso crénica en los pacientes. La invencion proporciona
un envase de comida terapéutica para su uso en el suministro de comidas a un paciente con cancer que retrasa el
crecimiento del cancer y aumenta la eficacia de los farmacos quimioterapéuticos, comprendiendo el envase de
comida terapéutica:

un primer componente de comida dividido en comidas, que proporciona al paciente con cancer como maximo el
50% de la ingesta calérica normal del paciente, proporcionando el primer componente de comida, al paciente con
cancer, de 700 a 1200 kcal/dia, procediendo de la grasa al menos el 50% de las kilocalorias y proporcionando el
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primer componente de comida, comidas durante un primer periodo de tiempo predeterminado de
aproximadamente 1 a 5 dias;

un segundo componente de comida dividido en comidas, proporcionando el primer componente de comida al
paciente con cancer, como maximo 500 kcal/dia, proporcionando el segundo componente de comida, comidas
durante un segundo periodo de tiempo predeterminado de aproximadamente 2 a 7 dias; y

una composicion reponedora que comprende aminoacidos esenciales y otros aminoacidos no esenciales, acidos
grasos esenciales, minerales, vitaminas y/o extractos de verduras, durante un tercer periodo de tiempo
predeterminado.

El primer componente de comida y el segundo componente de comida pueden incluir cada uno independientemente
un componente seleccionado del grupo que consiste en extractos de verduras, minerales, acidos grasos esenciales
omega-3/6 y combinaciones de los mismos.

El primer componente de comida y el segundo componente de comida pueden incluir cada uno independientemente
extractos de verduras de una fuente seleccionada del grupo que consiste en col china, col rizada, lechuga,
esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y remolacha.

El primer componente de comida y el segundo componente de comida pueden incluir independientemente acidos
grasos esenciales omega-3/6 de fuentes seleccionadas del grupo que consiste en salmén, atun, caballa y anchoa.

El tercer periodo de tiempo predeterminado puede ser de al menos 5 dias.

La composicién reponedora puede incluir extractos de verduras de fuentes seleccionadas del grupo que consiste en
col china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y
remolacha. La composicion reponedora puede incluir acidos grasos esenciales omega-3/6. La composicion
reponedora puede incluir aminoacidos no esenciales seleccionados del grupo que consiste en histidina, serina,
taurina, tirosina, cisteina, glutamina y combinaciones de los mismos. La composicién reponedora puede incluir un
comprimido multimineral que incluye hierro, cinc, cobre, magnesio y calcio.

El comprimido multimineral puede incluir un complejo de vitamina B con vitamina B12.

El primer componente de comida puede proporcionar a un paciente aproximadamente 1100 kcal/dia o a una
paciente aproximadamente 900 kcal/dia.

El envase de comida terapéutica puede comprender ademas instrucciones para administrar al paciente con cancer
el primer y segundo componente de comida.

Se describe un método para sensibilizar el cancer a los medicamentos quimioterapéuticos. El método incluye una
etapa en la que se identifica a un paciente con cancer y después se le proporciona una primera dieta durante un
primer periodo de tiempo predeterminado. La primera dieta proporciona al paciente como maximo el 50% de la
ingesta caldrica normal del paciente, procediendo de la grasa al menos el 50% de las kilocalorias. Después, se
proporciona al paciente una segunda dieta durante un segundo periodo de tiempo predeterminado. La segunda dieta
proporciona al paciente un maximo de 500 kcal/dia. El paciente recibe después una tercera dieta que optimiza la
recuperacion de peso y la reposicion de nutrientes esenciales necesarios para una recuperacion y salud 6ptimas de
las células y 6rganos normales. Se proporciona un protocolo de dieta modificada a corto plazo que es eficaz para
proteger a las células normales y sensibilizar el cancer de/a la quimioterapia (Resistencia al Estrés Diferencial). El
protocolo y la dieta modificada promoveran estos efectos sin causar pérdida de peso crénica en los pacientes.

Estos resultados son intrigantes en vista de la creencia generalmente aceptada por los oncélogos de que el ayuno
es potencialmente dafino para pacientes con cancer que se han debilitado, o que estan demacrados, debido a ciclos
de quimioterapia anteriores.

También se desvela un método para sensibilizar el cancer a la radioterapia. El método incluye una etapa en la que
se identifica a un paciente con cancer y después se le proporciona una primera dieta durante un primer periodo de
tiempo predeterminado. La primera dieta proporciona al paciente como maximo el 50% de la ingesta caldrica normal
del paciente procediendo al menos de la grasa el 50% de las kilocalorias. Después, se proporciona al paciente una
segunda dieta durante un segundo periodo de tiempo predeterminado. La segunda dieta proporciona al paciente un
maximo de 500 kcal/dia. El paciente recibe después una tercera dieta que optimiza la recuperacion de peso y la
reposicion de los nutrientes esenciales necesarios para la recuperacion y la salud 6ptimas de las células y 6érganos
normales. Se proporciona un protocolo de dieta modificada a corto plazo que es eficaz para proteger las células
normales y sensibilizar el cancer de/a la radioterapia (Resistencia al Estrés Diferencial). El protocolo y la dieta
modificada promoveran estos efectos sin causar pérdida de peso crénica en los pacientes.
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También se describen formulaciones que contienen intervalos especificos de proteinas, aminoacidos esenciales,
hidratos de carbono, grasas, vitaminas, minerales y acidos grasos esenciales para retrasar el crecimiento del cancer
cuando se administran solos o para proteger al hospedador contra la quimioterapia y/o radioterapia y sensibilizar a
las células cancerosas a la quimioterapia y/o radioterapia.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona graficos de valores de laboratorio de recuentos de células sanguineas para el caso 1:
(A) Neutrdfilos; (B) Linfocitos; (C) Leucocitos, L; (D) Plaquetas; (E) Eritrocitos, E; (F) Hemoglobina, Hgb; (G)
Hematocrito, Hct; (H) Peso corporal, el tridangulo negro indica el dia de la quimioterapia; el cuadrado blanco indica
ayuno, los intervalos normales de los valores de laboratorio se indican con lineas discontinuas;

La Figura 2 es un diagrama de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después
de la quimioterapia para el caso 1, los datos representan el promedio de 2 ciclos de quimioterapia sola frente al
promedio de 2 ciclos de tratamientos con quimioterapia y ayuno;

La Figura 3 es un grafico de barras que proporciona los efectos secundarios facilitados por los pacientes
después de la quimioterapia para el caso 2, los datos representan el promedio de 3 ciclos de quimioterapia sola
frente al promedio de 5 ciclos de tratamientos de quimioterapia y ayuno;

La Figura 4 proporciona graficos de valores de laboratorio de recuentos de células sanguineas para el caso 3:
(A) Neutrofilos; (B) Linfocitos; (C) Leucocitos, L; (D) Plaquetas; (E) Eritrocitos, E; (F) Hemoglobina, Hgb; (G)
Hematocrito, Hct; (H) nivel del antigeno prostatico especifico (APE), el paciente participé en un ensayo clinico
con acetato de abiraterona (inhibidor de CYP17) durante 90 dias, lo cual se indica con lineas discontinuas
verticales, el paciente también recibi6 G-CSF (Neulasta) el dia de la quimioterapia excepto durante el tratamiento
con acetato de abiraterona, el triangulo negro indica el dia de quimioterapia; el cuadrado blanco indica ayuno, la
flecha indica aplicacion de testosterona (crema 1%), los intervalos normales de los valores de laboratorio se
indican con lineas discontinuas horizontales;

La Figura 5 es un grafico de barras que muestra de los efectos secundarios facilitados por los pacientes después
de la quimioterapia para el caso 3, los datos representan el promedio de 5 ciclos de quimioterapia sola frente al
promedio de 7 ciclos de tratamientos de quimioterapia y ayuno.

La Figura 6 proporciona graficos de valores de laboratorio de recuentos de células sanguineas para el caso 4:
(A) Neutrofilos; (B) Linfocitos; (C) Leucocitos, L; (D) Plaquetas; (E) Eritrocitos, E; (F) Hemoglobina, Hgb; (G)
Hematocrito, Hct; el triangulo negro indica el dia de la quimioterapia; el cuadrado blanco indica ayuno, los
intervalos normales de los valores de laboratorio se indican con lineas discontinuas;

La Figura 7 es un gréfico de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después de
la quimioterapia para el caso 4, los datos representan el promedio de 5 ciclos de quimioterapia sola frente al
promedio de 1 ciclo de tratamiento con quimioterapia y ayuno.

La Figura 8 es un grafico de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después de
la quimioterapia para el caso 5, los datos representan 1 ciclo de quimioterapia sola (1°' ciclo) frente al promedio
de 5 ciclos de tratamientos con quimioterapia y ayuno;

La Figura 9 proporciona graficos de valores de laboratorio de recuentos de células sanguineas para el caso 6:
(A) Neutrdfilos; (B) Linfocitos; (C) Leucocitos, L; (D) Plaquetas; (E) Eritrocitos, E; (F) Hemoglobina, Hgb; (G)
Hematocrito, Hct; el tridngulo negro indica el dia de la quimioterapia; el cuadrado blanco indica ayuno, los
intervalos normales de los valores de laboratorio se indican con lineas discontinuas, el paciente recibid
transfusion de eritrocitos (3 unidades) el dia 71 y también recibié G-CSF (Neulasta) como se ha indicado;

La Figura 10 es un grafico de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después
de la quimioterapia para el caso 6;

La Figura 11 proporciona graficos de valores de laboratorio de recuentos de células sanguineas para el caso 7:
(A) Neutrdfilos; (B) Linfocitos; (C) Leucocitos, L; (D) Plaquetas; (E) Eritrocitos, E; (F) Hemoglobina, Hgb; (G)
Hematocrito, Hct; (H) nivel de antigeno prostatico especifico (APE), el triangulo negro indica el dia de la
quimioterapia; el cuadrado blanco indica ayuno, la flecha indica administracién de abiraterona, los intervalos
normales de los valores de laboratorio se indican con lineas discontinuas, el paciente también recibié G-CSF
(Neulasta) como se ha indicado;

La Figura 12 es un grafico de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después
de la quimioterapia para el caso 7, los datos representan el promedio de 8 ciclos de tratamientos con
quimioterapia y ayuno;
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La Figura 13 es un grafico de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después
de la quimioterapia para el caso 8, los datos representan el promedio de 4 ciclos de tratamientos con
quimioterapia y ayuno;

La Figura 14 es un grafico de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después
de la quimioterapia para el caso 9; los datos representan el promedio de 4 ciclos de tratamientos con
quimioterapia y ayuno;

La Figura 15 proporciona graficos de valores de laboratorio de recuentos de células sanguineas para el caso 10:
(A) Neutrofilos; (B) Linfocitos; (C) Leucocitos, L; (D) Plaquetas; (E) Eritrocitos, E; (F) Hemoglobina, Hgb; (G)
Hematocrito, Hct; el triangulo negro indica el dia de la quimioterapia; el cuadrado blanco indica ayuno, los
intervalos normales de los valores de laboratorio se indican con lineas discontinuas, el paciente también recibio
G-CSF (Neulasta) como se ha indicado;

La Figura 16 es un gréafico de barras de los efectos secundarios facilitados por los pacientes después de la
quimioterapia para el caso 10, los datos representan el promedio de 6 ciclos de tratamientos con quimioterapia y
ayuno;

La Figura 17 es un grafico de barras que muestra los efectos secundarios facilitados por los pacientes después
de la quimioterapia con o sin ayuno. (A) Los datos representan el promedio del grado de CTC comunicado por
todos los pacientes en este estudio; se compararon 18 ciclos de quimioterapia con una dieta a demanda (ad lib)
con 46 ciclos de quimioterapia y ayuno; (B) Los datos representan el promedio del grado de CTC de ciclos de
ayuno y no ayuno correspondientes; 6 pacientes recibieron tratamiento solo con quimioterapia o con
quimioterapia y ayuno, los efectos secundarios facilitados por los pacientes de los dos ciclos mas cercanos se
compararon entre si, el analisis estadistico se realizd solo a partir de ciclos correspondientes, y los datos se
presentaron como error tipico de la media (ETM), el valor de P se calculd con una prueba de la t bilateral, para
datos independientes (*, P<0,05);

La Figura 18 es un grafico de barras que muestra los resultados de un experimento en el que se sembraron
células de cancer de mama murino (4T 1-luc) en placas de cultivo celular de 96 pocillos (20.000/pocillo), y durante
48 horas se permitid que llegasen al equilibrio y alcanzasen la confluencia y a continuacién los medios se
cambiaron a medios con alto y bajo contenido en glucosa durante 48 horas antes de la irradiacion (5 o 10Gy,
Figs. 18A, 18B), la viabilidad se determind mediante el ensayo con MTT (Fig. 18C), y el analisis estadistico se
realizé6 mediante la prueba de la t de Student (N= 60);

La Figura 19 es un grafico de barras que muestra los resultados de un experimento en el que se sembraron
células de glioma murino (GL26) en placas de cultivo celular de 96 pocillos (20.000/pocillo), y durante 48 horas
se permitié que llegasen al equilibrio y alcanzasen la confluencia y a continuacién los medios se cambiaron a
medios con alto y bajo contenido en glucosa durante 48 horas antes de la irradiacion (5 o 10Gy, Figs. 19A, 19B),
la viabilidad se determin6é mediante el ensayo con MTT (Fig. 19C), y el analisis estadistico se realiz6 mediante la
prueba de la t de Student (N= 60);

La Figura 20 proporciona graficos de un experimento en el cual ratones BALB/c hembra , con un peso de 20-25
g., recibieron una inyeccion por via subcutanea de células singénicas de cancer de mama (4T1-luc; 2X10°
células/raton), el dia 13 el tumor avanzé significativamente a 300-500 mm?, y el tratamiento comenzé con el
ayuno de los ratones durante 48 horas antes de la irradiacion (IR; 5Gy), el segundo ciclo de ICP/IR (3Gy) se
realizé 1 semana mas tarde, y el analisis estadistico se realiz6 utilizando la prueba de la t de Student para cada
dia, * p <0,05;

La Figura 21 proporciona graficos de un experimento en el cual ratones BALB/c hembra, con un peso de 20-25
g., recibieron una inyeccién por via subcutanea de células cancerosas singénicas de glioma (GL26; 3X10°
células/raton), el dia 27 el tumor avanzé significativamente a 500-1000 mm?®, y el tratamiento comenzé con el
ayuno de los ratones durante 48 horas antes de la irradiacion (IR; 7,5Gy), el segundo ciclo de ICP/IR (3Gy) se
realizé 1 semana mas tarde, y el analisis estadistico se realiz6 utilizando la prueba de la t de Student para cada
dia, *p<0,05;

La Figura 22 proporciona graficos que muestran que el ayuno sensibiliza a los tumores a la quimioterapia; en
particular, el avance tumoral subcutaneo de (A) cancer mamario murino (4T1), (B) melanoma (B16) y (C) glioma
(GL26) se muestra como porcentaje de crecimiento junto con el tamafio tumoral inmediatamente antes y después
de cada ciclo de ayuno de 48 horas;

La Figura 23 proporciona graficos que muestran que la pérdida de peso corporal durante 48-60 horas de ayuno
se recuperaba facilmente después de reanudar la alimentacion normal en modelos murinos de cancer
subcutaneo (A-C) y metastasico (D): (A) ratones BALB/c portadores de cancer de mama murino (4T1), (B)
ratones C57BL portadores del melanoma murino (B16) y (C) glioma (GL26) y (D) ratones A/J portadores de
neuroblastoma (Neuro-2a) murino;
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La Figura 24 proporciona un grafico que muestra que un intervalo de 24-48 horas de ayuno mejoraba la
supervivencia del melanoma murino metastasico (B 16);

La Figura 25 es un grafico de barras que muestra la metastasis de células de melanoma B16 en diferentes
6érganos en comparacion con ratones que recibieron DXR con alimentacion normal;

La Figura 26 proporciona graficos que muestran que el ayuno también sensibiliza a los tumores en 2 modelos
metastasicos de neuroblastoma murino: NXS2 (P<0,001) produciendo una supervivencia prolongada;

La Figura 27 proporciona graficos que muestran que el ayuno también sensibiliza a los tumores en 2 modelos
metastasicos de neuroblastoma murino: Neuro-2a (P = 0,005) produciendo una supervivencia prolongada;

La Figura 28 proporciona graficos que muestran que el ayuno sensibiliza a las células cancerosas a la
quimioterapia en el modelo de ratén de cancer de mama metastasico (4T1), ensayo de rango logaritmico,
P<0,0005;

La Figura 29 proporciona graficos que muestran que el ayuno retraso el avance tumoral de neuroblastoma (ACN)
humano xenoinjertado que se inyectd por via subcutanea en ratones lampifios: una vez que los tumores fueron
palpables, se realizd6 ayuno durante un total de 5 ciclos; se efectu6 un ANOVA unidireccional con prueba
posterior de Tukey para modelos subcutaneos (prueba de la t de Student para (B) dia 27)) y prueba de orden
logaritmico para modelos metastasicos, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001;

La Figura 30 proporciona un grafico de barras que muestra que el suero de ratones en ayunas sensibilizé a las
células de cancer de mama a dosis de DXR y CP que fueron minimamente téxicas en suero de ratones
alimentados a demanda. Las células de los grupos de control de ser humano y de murino se cultivaron en
glucosa 1,0 g/l y 2,0 g/l, respectivamente, complementada con SBF (Suero Bovino Fetal) al 10 %. Las células de
los grupos sometidos a inanicién a corto plazo, ICP, se cultivaron en 0,5 g/l de glucosa complementada con SBF
al 1 %.La supervivencia se determind por reduccion de MTT. Para conocer los efectos de todas las
combinaciones de glucosa y suero en DXR y CP, véanse las Figs. 33-34;

La Figura 31 proporciona un grafico de barras que muestra los niveles de glucemia de ratones en ayunas;

La Figura 32 proporciona graficos que muestran los resultados de un experimento en el que la ICP sensibilizé a
15 de las 17 lineas de células de cancer diferentes contra a DXR in vitro, se aplicé ICP a 4 lineas de células de
cancer murino - cancer de mama (4T1), melanoma (B16), glioma (GL26) y neuroblastoma (NXS2 y Neuro-2a) y a
13 lineas células de cancer humano diferentes: cancer de prostata (PC3, 22RV1), cancer de mama (MCF-7,
C42B), glioblastoma (U87-MG), cancer de cuello uterino (HeLa), cancer de colon (LOVO), neuroblastoma (ACN,
SH-SY5Y), carcinoma epidermoide (A431), melanoma (MZ-MEL) y cancer de ovario (OVCAR) y se expusieron a
DXR; ;

La Figura 33 proporciona graficos que muestran los efectos de todas las combinaciones de glucosa y suero en
DXR;

La Figura 34 proporciona graficos que muestran los efectos de todas las combinaciones de glucosa y suero en
CP;

La Figura 35 proporciona graficos de barras que muestran que el IGF-I invierte la sensibilizacion dependiente de
ICP de células cancerosas a quimioterapia; las células de cancer de mama murino (4T1) y melanoma (B16) se
trataron con rhIGF-I (200 uM) durante la restriccion de glucosa (0,5 g/l frente a 2,0 g/l, con SBF al 1%), seguido
de tratamiento con DXR (16 uM); Prueba de la t de Student; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001;

La Figura 36 proporciona resultados de ensayo que muestran el ayuno y la regulacién del estrés oxidativo y la
reparacion del ADN; la ICP fue genotdxica y aumentoé sinérgicamente el dafo al ADN cuando se combiné con (A)
CP en células de cancer de mama (4T1) y con DX en células de (B) melanoma (B16) y (C) glioma (GL26) segun
lo determiné el ensayo cometa. Las células en los grupos de control y de ICP se cultivaron en glucosa normal
(2,0 g/l) o glucosa baja (0,5 g/l), respectivamente, complementada con SBF al 1%.Los farmacos se
seleccionaron por coherencia con los estudios in vivo en la Figura 22 A-C;

La Figura 37 proporciona resultados de analisis de micromatriz en tumores de mama subcutaneos (4T1) de
ratones alimentados normalmente o en ayunas que muestran una regulacion diferencial de las rutas de
proliferacién celular;

La Figura 38 proporciona resultados de analisis de micromatriz en tumores de mama subcutaneos (4T1) de
ratones alimentados normalmente o en ayunas que muestran un aumento en los mecanismos de traduccion que
incluyen ensamblaje/biogénesis de ribosomas;
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La Figura 39 proporciona resultados de ensayo que muestran que el ayuno aumentd Akt y S6K y redujo la
fosforilacion de elF2a, en consonancia con el aumento de los componentes traduccionales, en células de cancer
de mama murino (4T1) (A) in vivo y (B) in vitro;

La Figura 40 es un grafico de barras que muestra la proliferacion de células de cancer obstaculizada por ICP in
vitro, en consonancia con el crecimiento tumoral retardado en ratones;

La Figura 41 es un grafico de barras que muestra que el ayuno regula diferencialmente la expresién de los
componentes que responden al estrés, incluyendo la forkhead box 03 (FOX03), el factor de transcripcién nuclear
kappa B (NFkB) y la hemoxigenasa 1 (HO-1) al causar una represion significativa en los tumores, pero una
induccién considerable en los 6rganos normales; Prueba de la t de Student; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001;

La Figura 42 proporciona resultados del ensayo que muestran que la ICP aumento el estrés oxidativo intracelular
estimado por un marcador de superéxido (DHE);

La Figura 43 proporciona resultados del ensayo que muestran que la ICP aumenta los niveles de superdxido
intracelular inducidos por CP; células de cancer de mama murino (4T1) se mantuvieron en ayunas y se trataron
con CP in vitro;

La Figura 44 proporciona resultados del ensayo que muestran que el ayuno aumenté selectivamente el nivel de
escision/activacion de caspasa-3 en los tumores, pero no en los dérganos/células normales (A) in vivo y (B) in
Vitro;

La Figura 45 proporciona resultados del ensayo que muestran que la autofagia inducida por ICP sustenta la
energeética celular;

La Figura 46 es un grafico de barras que muestra que el bloqueo de autofagia durante ICP aumenta
adicionalmente la muerte celular;

La Figura 47 es un grafico de los resultados de un experimento en el que células de cancer de mama murino
(4T1) se trataron con hemina, el inductor mas habitual de HO-1 (10 pM), en glucosa normal o baja
complementada con SBF al 1% y después se expusieron a CP;

La Figura 48 es un grafico que muestra que HO-1 es un importante mediador de Resistencia al Estrés Diferencial
(RED) dependiente de ayuno; células de cancer de mama murino se trataron con hemina, el inductor mas
habitual de HO-1, en glucosa normal o baja complementada con SBF normal (10%) o bajo (1%) durante 24 horas
antes y 24 durante el tratamiento con CP;

La Figura 49 es un grafico que muestra los resultados de un experimento en el que células de cancer de mama
murino (4T1) se trataron con ZnPP (protoporfirina de cinc) (20 uM), un inhibidor de HO-1 normalmente utilizado,
en glucosa normal o baja complementada con SBF al 1%, y después se expusieron a CP;

La Figura 50 es un grafico que muestra que la HO-1 (hemoxigenasa 1) es un importante mediador de RED
dependiente de ayuno; células de cancer de mama murino se trataron con ZnPP, un inhibidor de HO-1
normalmente utilizado, en glucosa normal o baja complementada con SBF normal (10%) o bajo (1%), durante 24
horas antes y 24 durante el tratamiento con CP;

La Figura 51 proporciona un modelo de sensibilizacion tumoral, dependiente de ayuno, a quimioterapia en
respuesta al ayuno, la glucosa, el IGF-l y otras moléculas/factores favorables al crecimiento se reducen, las
células malignas responden a esta reduccion activando AKT/S6K y elF2a e intentando aumentar la traduccion
pero también reduciendo la expresion de las proteinas de resistencia al estrés FOX03a, NFkB y HO-1, estos
cambios conducen al aumento del estrés oxidativo y del dafio del ADN, a la activaciéon de la caspasa-3 y a la
muerte celular;

La Figura 52 es un grafico que muestra los resultados de un experimento en el que se muestran los niveles en
suero de IGF-I en ratones hembra CD1 alimentados con una dieta de control (T.D.7912), alimentados con una
férmula de aminoacidos (AA-D), o privados de alimento durante 2,5 dias (inanicién a corto plazo, ICP), la dieta de
aminoacidos modificada redujo el IGF-I en suero en un 50 % después de 5 dias de alimentacion;

La Figura 53 es un grafico que muestra que la alimentacion de la dieta de aminoacidos modificada mantuvo un
nivel bajo de IGF-I en suero después de la inanicién a corto plazo (ICP); Ratones hembra CD1 se privaron de
alimento durante 2,5 dias y se alimentaron durante 2 o 4 dias con una dieta de control (T.D.7912) o con una dieta
de aminoacidos modificada (AA-D);
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La Figura 54 es un grafico que muestra los niveles de glucemia: (A) ratones hembra CD1 se privaron de alimento
durante 3 dias o se alimentaron con dieta una dieta VCM hipocaldrica (6% de la ingesta caldrica normal) (durante
3 dias) o con una dieta de aminoacidos modificada (AA-D, durante 3 o 5 dias); (B) los ratones hembra CD1 se
privaron de alimento durante 2,5 dias y se volvieron a alimentar con la dieta de control de aminoacidos
modificada durante 4 dias, la glucosa se midié después de 4 horas de restriccion de alimento;

La Figura 55 proporciona gréaficos de barras que muestran resultados de experimentos en los que se muestran
niveles en suero de IGF-I: ratones hembra CD1 se privaron de alimento (ICP) durante 2,5 dias, se alimentaron
con una dieta VCM-M hipocaldrica (durante 2 dias) seguido de 1 dia de dieta de aminoacidos modificada (M/AA),
se alimentaron con una dieta VCM-H hipocaldrica (durante 2 dias) seguido de 1 dia de dieta de aminoacidos
modificada (H/AA), prueba de Tukey, en comparacion con el control; (B) Dos dias de alimentacion de dietas VCM
hipocaldricas seguido de 1 dia de dieta de aminoacidos modificada mejoraba la supervivencia de ratones
tratados con doxorrubicina (DXR, 18 mg/kg);

La Figura 56 es un grafico que muestra los resultados de un experimento en el que ratones hembra CD1 se
alimentaron con dieta de control (TD.7912), se privaron de alimento o se alimentaron con VegeGel durante 2,5
dias: (A) glucemia en ayunas; (B) niveles en suero de IGF-I; y

La Figura 57 es un grafico que muestra los resultados de un experimento en el que ratones hembra CD1 se
alimentaron con dieta de control (TD.7912), dieta cetogénica restringida en calorias (3 dias) o dieta cetogénica
restringida en calorias (1 dia) seguido de VegeGel (2 dias): (A) glucemia en ayunas; (B) niveles en suero de IGF-
I

Descripcion detallada

Ahora se hara referencia en detalle a las composiciones, realizaciones y métodos actualmente preferidos de la
presente invencion, que constituyen los mejores modos actualmente conocidos por los inventores, de poner en la
practica la invencion. Las figuras no son necesariamente a escala. Sin embargo, debe entenderse que las
realizaciones desveladas son meramente ilustrativas de la invencién que pueden incorporarse en diversas formas
alternativas. Por lo tanto, los detalles especificos desvelados en este documento no deben interpretarse como
limitantes, sino simplemente como una base representativa para cualquier aspecto de la invencién y/o como una
base representativa para ensefiar a un experto en la técnica a emplear de diversas maneras la presente invencion.

Excepto en los ejemplos, o cuando se indique expresamente lo contrario, todas las cantidades numéricas en esta
descripcién que indiquen cantidades de material o condiciones de reaccidén y/o uso deben entenderse como
modificadas por la palabra "aproximadamente" al describir el alcance mas amplio de la invencion. La practica dentro
de los limites numéricos establecidos es generalmente preferida. Ademas, a menos que se indique expresamente lo
contrario: el porcentaje, las "partes de" y los valores de proporciones se dan en peso; la descripciéon de un grupo o
clase de materiales como adecuada o preferida para un propdsito dado en relacién con la invencion implica que las
mezclas de cualquiera de dos o0 méas de los miembros del grupo o clase son igualmente adecuadas o preferidas; la
descripcién de los constituyentes en términos quimicos se refiere a los constituyentes en el momento de la adicién a
cualquier combinacion especificada en la descripcion, y no excluye necesariamente las interacciones quimicas entre
los constituyentes de una mezcla una vez mezclada; la primera definicion de un acrénimo u otra abreviaciéon se
aplica a todos los usos posteriores de la misma abreviatura y se aplica por analogia a las variaciones gramaticales
normales de la abreviatura definida inicialmente; y, a menos que se indique expresamente lo contrario, la medicion
de una propiedad se determina mediante la misma técnica a la que se ha hecho referencia anteriormente o después
para la misma propiedad.

También debe entenderse que esta invencion no esta limitada a las realizaciones y métodos especificos descritos a
continuacién, ya que los componentes especificos y/o las condiciones especificas pueden, por supuesto,
variar. Ademas, la terminologia utilizada en este documento se usa solo con el fin de describir realizaciones
particulares de la presente invencion y no pretende ser de ninguna manera limitante.

También debe observarse que, tal como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, la
forma singular "un”, "uno(a)", "el" y “la”, comprenden referencias plurales a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Por ejemplo, la referencia a un componente en singular pretende comprender una pluralidad
de componentes.

La expresion "aminoacido esencial" se refiere a aminoacidos que un organismo no puede sintetizar. En los seres
humanos, los aminoacidos esenciales incluyen isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano
y valina. Ademas, los siguientes aminoacidos también son esenciales en los seres humanos en ciertas condiciones:
histidina, tirosina y selenocisteina.
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Los términos "kilocaloria" (kcal) y "caloria" se refieren a las calorias de los alimentos. El término "caloria" se refiere a
la denominada pequeiia caloria.

El término "paciente" se refiere a un ser humano o animal, incluidos todos los mamiferos, tales como primates
(particularmente primates superiores), ovejas, perros, roedores (por ejemplo, ratén o rata), cobaya, cabra, cerdo,
gato, conejo y vaca.

El término "inanicién” significa someter a una célula o a un paciente a un aporte reducidos o nulo de nutrientes.

El término "cancer" se refiere a una enfermedad o trastorno caracterizado por divisidon descontrolada de células y por
la capacidad de estas células a propagarse, ya sea por crecimiento directo en tejido adyacente a través de invasion,
o por implantacién en sitios distantes por metastasis. Canceres ejemplares incluyen, pero no se limitan a, cancer
primario, cancer metastasico, carcinoma, linfoma, leucemia, sarcoma, mesotelioma, glioma, germinoma,
coriocarcinoma, cancer de préstata, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer gastrointestinal,
cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de endometrio, cancer de ovario, melanoma, cancer de cerebro,
cancer testicular, cancer de ridn, cancer de piel, cancer de tiroides, cancer de cabeza y cuello, cancer de higado,
cancer de esofago, cancer gastrico, cancer intestinal, cancer de colon, cancer de recto, mieloma , neuroblastoma,
feocromocitoma y retinoblastoma.

En general, se encuentra que la inaniciéon a corto plazo (ICP o ayuno) impide selectivamente el crecimiento de los
tumores y protege a las células normales de la toxicidad de la quimioterapia, pero sensibiliza a esta a las células
cancerosas. Las realizaciones especificas de métodos y composiciones que logran este objetivo se exponen a
continuacién. Aunque la operativa de la presente invencidon no esta limitada a ningin mecanismo particular, la
proteccién observada en diversas realizaciones de la presente invencién se debe en parte a la modulacion de la ruta
de IGF-l y a los niveles de glucosa, sin interferir con su efecto sobre las células cancerosas (Resistencia al estrés
diferencial, RED). La base del efecto protector del ayuno parece estar basada en la capacidad de redistribuir energia
a la proteccion/mantenimiento de la reproduccién/crecimiento cuando los nutrientes son escasos o no hay. Debe
sefialarse que, la restriccion dietética a largo plazo causa una reduccidon mucho mas moderada en IGF-I y glucosa
en comparacion con el ayuno. Ademas, a diferencia del ayuno, la restriccion dietética a largo plazo no es factible
para la gran mayoria de los pacientes con cancer ya que causa pérdida de peso cronica y es muy dificil de
mantener. En cambio, un promedio de aproximadamente 62 horas de ayuno antes y 24 horas después de la
quimioterapia fue bien tolerado por pacientes con cancer que recibieron una variedad de tratamientos toxicos.

También se debe sefialar que las mutaciones oncogénicas, que generalmente se encuentran en rutas asociadas al
crecimiento celular y a la respuesta al estrés, impiden el cambio al modo de alta proteccién en las células malignas y
contintan promoviendo el crecimiento o un estado asociado al crecimiento incluso durante el ayuno. Los estudios
realizados en levaduras y mamiferos han sugerido que la sensibilizacién de las células malignas a toxinas/oxidantes
puede ser en gran parte independiente del tipo de mutaciones oncogénicas debido a la redundancia en la ruta pro-
crecimiento en la inhibicién de la entrada al modo protegido, lo que indica que la gran la mayoria de las células
cancerosas y tipos de cancer no deberian protegerse en respuesta a ICP o a un nivel bajo de IGF-I.

En el presente documento se describe un método para aliviar el crecimiento del cancer o un sintoma de cancer. Se
identifica a un paciente con cancer y después se le proporciona una primera dieta durante un primer periodo de
tiempo predeterminad. La primera dieta proporciona al paciente como maximo el 50 % de la ingesta caldrica normal
del paciente, procediendo al menos el 50 % de las kilocalorias de grasas, preferiblemente grasas
monoinsaturadas. La ingesta calérica normal del paciente es la cantidad de kcal que el paciente consume para
mantener su peso.LlLa ingesta caldrica normal del paciente se puede estimar preguntando al paciente o
considerando el peso del paciente. Como una guia aproximada, la ingesta calérica normal del paciente es, en
promedio, de 2600 kcal/dia para los hombres y de 1850 kcal/dia para las mujeres. En un refinamiento, la primera
dieta proporciona al paciente entre 700 y 1200 kcal/dia. En un refinamiento particularmente util, la primera dieta
proporciona al paciente de peso promedio, aproximadamente 1100 kcal/dia y a la paciente de peso promedio, 900
kcal/dia. Por lo general, el primer periodo de tiempo predeterminado es de aproximadamente 1 a 5 dias. En un
refinamiento, el primer periodo de tiempo predeterminado es de 1 dia. Para no desproporcionar el nivel de grasa en
la primera dieta, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos recomienda la siguiente
distribucién nutricional para una dieta tipica de 2000 kilocalorias por dia: 65 gramos de grasa (aproximadamente 585
kilocalorias), 50 gramos de proteina (aproximadamente 200 kilocalorias), 300 gramos totales de hidratos de carbono
(aproximadamente 1200 kilocalorias). Por lo tanto, en una version de la primera dieta, se elimina gran parte de las
calorias de los hidratos de carbono y proteinas.

Aunque la primera dieta incluye practicamente cualquier fuente de grasa, son particularmente Utiles fuentes con alto
contenido en grasas insaturadas, incluidas las grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas, (por ejemplo, acidos
grasos esenciales omega-3/6). Los ejemplos adecuados de fuentes de alimentos con grasas monoinsaturadas
incluyen, pero no se limitan a, mantequilla de cacahuete, aceitunas, nueces (por ejemplo, almendras, pacanas,
pistachos, anacardos), aguacate, semillas (por ejemplo, de sésamo), aceites (por ejemplo, de oliva, sésamo,
cacahuete, colza), etc. Los ejemplos adecuados de fuentes de alimentos con grasas poliinsaturadas incluyen, pero
no se limitan a, nueces, semillas (por ejemplo, de calabaza, girasol), semillas de lino, pescado (por ejemplo, salmén,
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atun, caballa), aceites (por ejemplo, cartamo, soja, maiz). La primera dieta también incluye un componente
seleccionado del grupo que consiste en extractos de verduras, minerales, acidos grasos esenciales omega-3/6 y
combinaciones de los mismos. En un refinamiento, dicho extracto de verduras proporciona el equivalente a 5
porciones diarias recomendadas de verduras. Las fuentes adecuadas para el extracto de verduras incluyen, pero no
se limitan a, col china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo,
coliflor y remolacha. Las fuentes adecuadas para los acidos grasos esenciales omega-3/6 incluyen pescado, tal
como salmoén, atun, caballa, anchoa, pez espada y similares.

El paciente recibe después una segunda dieta durante un segundo periodo de tiempo predeterminado. La segunda
dieta proporciona al paciente un maximo de 500 kcal/dia. En un refinamiento, la segunda dieta proporciona al
paciente un maximo de 200 kcal/dia. Por lo general, el segundo periodo de tiempo predeterminado es de
aproximadamente 2 a 7 dias. En un refinamiento particularmente util, el segundo periodo de tiempo predeterminado
es de 3 dias. En otro refinamiento mas, la segunda dieta incluye un componente seleccionado del grupo que
consiste en extractos de verduras, minerales, acidos grasos esenciales omega-3/6 y combinaciones de los
mismos. En un refinamiento, dicho extracto de verduras proporciona el equivalente a 5 porciones diarias
recomendadas de verduras. Las fuentes adecuadas para el extracto de verduras incluyen, pero no se limitan a, col
china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y
remolacha. Las fuentes adecuadas para los acidos grasos esenciales omega-3/6 incluyen aceites de pescado de
salmon, atun, caballa, anchoa, pez espada y similares.

La efectividad de la primera y segunda dieta se controla midiendo diversos parametros del paciente. Por ejemplo, es
deseable que la concentracion en suero de IGF-I del paciente se reduzca en un 25 — 90 % al final del segundo
periodo de dieta. También es deseable que la concentracién de glucosa en sangre en el paciente se reduzca en un
25 - 75% al final del segundo periodo de dieta.

En una variacion, al paciente se le proporciona una tercera dieta durante un tercer periodo de tiempo
predeterminado. La tercera dieta es para complementar la dieta normal del paciente. Caracteristicamente, la
composicion reponedora incluye aminoacidos esenciales, minerales y grasas esenciales. Favorablemente, la tercera
dieta permitira que el paciente recupere su peso normal y maximice su resistencia. Por lo general, el tercer periodo
de tiempo predeterminado es de al menos 5 dias. La composicion reponedora también incluira opcionalmente
diversos componentes adicionales. Por ejemplo, la composicion reponedora puede incluir un extracto de
verduras. En un refinamiento, dicho extracto de verduras proporciona el equivalente a 5 porciones diarias
recomendadas de verduras. Las fuentes adecuadas para el extracto de verduras incluyen, pero no se limitan a, col
china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y
remolacha. La composicion reponedora también puede incluir acidos grasos esenciales omega-3/6 y aminoacidos no
esenciales. Los ejemplos de aminoacidos no esenciales adecuados incluyen, pero no se limitan a, histidina, serina,
taurina, tirosina, cisteina, glutamina y combinaciones de los mismos. La composicién reponedora también puede
incluir un comprimido multimineral que contenga hierro, cinc, cobre, magnesio y calcio y también puede contener un
complejo de vitamina B que incluye vitamina B12.

Se describe un método para sensibilizar el cancer a los farmacos quimioterapéuticos. Se identifica a un paciente con
cancer y después se le proporciona una primera dieta durante un primer periodo de tiempo predeterminado. Los
ejemplos de canceres que son susceptibles al presente método incluyen, pero no se limitan a, cancer de piel, cancer
de colon, cancer de mama, cancer de eséfago, cancer de prostata, cancer de pulmén, cancer de utero, cancer de
ovario, cancer de prostata, glioma, melanoma, neuroblastoma y feocromocitoma. La primera dieta proporciona al
paciente como maximo el 50 % de la ingesta calérica normal del paciente, procediendo al menos el 50 % de las
kilocalorias de grasas. Por lo general, el primer periodo de tiempo predeterminado es de aproximadamente 1 a 5
dias. En un refinamiento, el primer periodo de tiempo predeterminado es de 1 dia. Como se expuso anteriormente,
la primera dieta incluye practicamente cualquier fuente de grasa, prefiriéndose las fuentes con alto contenido de
grasas insaturadas, en particular las fuentes de grasas monoinsaturadas. Ejemplos adecuados de fuentes de
alimentos con grasas monoinsaturadas incluyen, pero no se limitan a, mantequilla de cacahuete, aceitunas, nueces
(por ejemplo, almendras, pacanas, pistachos, anacardos), aguacate, semillas (por ejemplo, de sésamo), aceites (por
ejemplo, de oliva, sésamo, cacahuete, colza), etc. Los ejemplos adecuados de fuentes de alimentos con grasas
poliinsaturadas incluyen, pero no se limitan a, nueces, semillas (por ejemplo, de calabaza, girasol), semillas de lino,
pescado (por ejemplo, salmén, atun, caballa), aceites (por ejemplo, cartamo, soja, maiz). Los detalles adicionales de
la primera dieta son los mismos que los expuestos anteriormente.

Después, el paciente recibe una segunda dieta durante un segundo periodo de tiempo predeterminado. La segunda
dieta proporciona al paciente un maximo de 500 kcal/dia. En un refinamiento, la segunda dieta proporciona al
paciente un maximo de 200 kcal/dia. Por lo general, el segundo periodo de tiempo predeterminado es de
aproximadamente 2 a 7 dias. En un refinamiento particularmente util, el segundo periodo de tiempo predeterminado
es de 3 dias. Los detalles adicionales de la segunda dieta son los mismos que los expuestos anteriormente.
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Se administra un agente quimioterapéutico al paciente durante o después de que el paciente consuma la segunda
dieta. Por lo general, el agente quimioterapéutico se administra después de 48-72 horas de la segunda dieta. Se
aprecia facilmente que el presente método es efectivo practicamente con cualquier agente quimioterapéutico. Los
ejemplos de agentes quimioterapéuticos utiles incluyen, pero no se limitan a, agentes alquilantes de ADN, oxidantes,
inhibidores de topoisomerasa y combinaciones de los mismos. Los ejemplos especificos de agentes
quimioterapéuticos utiles incluyen, pero no se limitan a, metanosulfonato de metilo, ciclofosfamida, etopdsido y otros
inhibidores de topoisomerasa, doxorrubicina, cisplatino, carboplatino y otros farmacos basados en platino,
gemcitabina, docetaxel o 5-FU.

En una variacidn, al paciente se le proporciona posteriormente una tercera dieta durante un tercer periodo de tiempo
predeterminado. La tercera dieta complementa la ingesta caldrica normal del paciente e incluye una composicion
reponedora. Caracteristicamente, la composicién reponedora incluye aminoacidos esenciales. La composicion
reponedora también puede incluir fuentes naturales de acidos grasos esenciales, vitaminas y minerales y un
comprimido multimineral que contenga hierro, cinc, cobre, magnesio y calcio y también puede contener un complejo
de vitamina B que incluye vitamina B12.

Como se expuso anteriormente, la tercera dieta, junto con la dieta normal del paciente, permitira al paciente
recuperar su peso normal y maximizar su resistencia. Por lo general, el tercer periodo de tiempo predeterminado es
de al menos 5 dias y puede continuar indefinidamente. En un refinamiento, el tercer periodo de tiempo
predeterminado es de aproximadamente 4 dias a aproximadamente 14 dias. Se estima que una semana es casi
Optima para este propodsito. La composicion reponedora también incluira opcionalmente diversos componentes
adicionales. Por ejemplo, la composicion reponedora puede incluir un extracto de verduras. En un refinamiento,
dicho extracto de verduras proporciona el equivalente a 5 porciones diarias recomendadas de verduras. Las fuentes
adecuadas para el extracto de verduras incluyen, pero no se limitan a, col china, col rizada, lechuga, esparrago,
zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y remolacha. La composicion reponedora
también puede incluir acidos grasos esenciales omega-3/6 y aminoacidos no esenciales. Los ejemplos de
aminoacidos no esenciales adecuados incluyen, pero no se limitan a, histidina, serina, taurina, tirosina, cisteina,
glutamina y combinaciones de los mismos. Los detalles adicionales de la tercera dieta son los mismos que los
establecidos anteriormente.

El método de la presente divulgacion proporciona diversas ventajas terapéuticas. Por ejemplo, el método permite
proporcionar al paciente el agente quimioterapéutico durante un periodo de tiempo mas largo de lo que ocurre en la
practica estandar para el agente quimioterapéutico cuando al paciente no se le proporciona la primera y la segunda
dieta. Este aumento en la duracion es el resultado de la primera y segunda dieta que disminuyen los efectos toxicos
de los agentes quimioterapéuticos y/o hacen que las células cancerosas sean mas susceptibles a los agentes
quimioterapéuticos que las células normales (es decir, no cancerosas). Para muchos pacientes, la primera y
segunda dieta, que protegen al hospedador, permiten que el agente quimioterapéutico se administre en una mayor
cantidad que en los protocolos de tratamiento que no utilizan la primera y segunda dieta. Por lo general, dichos
agentes pueden administrarse en una cantidad que es al menos 10% mayor que las cantidades normalmente
toleradas por el paciente. Sin embargo, en determinados pacientes, la dosis de dichos agentes puede aumentar de
10 % a 40 %. En dichos escenarios, el paciente puede tratarse de una manera mas agresiva. En otro refinamiento,
la primera y segunda dieta que sensibilizan al cancer, permiten una menor cantidad de agente quimioterapéutico que
la cantidad normal que debe proporcionarse al paciente mientras se mantiene una respuesta casi 6ptima o
mejorada. En dichas circunstancias, los agentes quimioterapéuticos pueden administrarse en una cantidad que es al
menos 10% menor que las cantidades administradas normalmente. En algunos pacientes, las dosis de dichos
agentes pueden reducirse del 10 % al 40 % para reducir la toxicidad no deseada. El presente método también
permite que continle el tratamiento quimioterapéutico de pacientes que exhiben efectos secundarios toxicos
inaceptables. En dichas situaciones, se identifica a los pacientes que presentan un sintoma de toxicidad relacionado
con el agente quimioterapéutico y después reciben la primera, segunda y tercera dieta, de la manera y duracién
indicadas anteriormente. Favorablemente, el presente método también permite el tratamiento continuo de pacientes
que se han identificado como pacientes terminales y que, de otro modo, interrumpirian la terapia. En otra variacion
mas, la primera y la segunda dieta se administran durante la administracion prolongada de los agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo, 5 dias de tratamiento con 5-FU.

También se desvela un método para sensibilizar el cancer a la radioterapia. Se identifica a un paciente con cancer y
después se le proporciona una primera dieta durante un primer periodo de tiempo predeterminado. Los ejemplos de
canceres que son susceptibles al presente método incluyen, pero no se limitan a, cancer de piel, cancer de colon,
cancer de mama, cancer de esofago, cancer de prostata, cancer de pulmon, cancer de Utero, cancer de ovario,
cancer de préstata, glioma, melanoma, neuroblastoma y feocromocitoma. La primera dieta proporciona al paciente
como maximo el 50 % de la ingesta caldrica normal del paciente, procediendo al menos el 50 % de las kilocalorias
de grasas. Por lo general, el primer periodo de tiempo predeterminado es de aproximadamente 1 a 5 dias. En un
refinamiento, el primer periodo de tiempo predeterminado es de 1 dia. Como se expuso anteriormente, la primera
dieta incluye practicamente cualquier fuente de grasa, prefiriéndose las fuentes con alto contenido de grasas
insaturadas, en particular las fuentes de grasas monoinsaturadas. Ejemplos adecuados de fuentes de alimentos con
grasas monoinsaturadas incluyen, pero no se limitan a, mantequilla de cacahuete, aceitunas, nueces (por ejemplo,
almendras, pacanas, pistachos, anacardos), aguacate, semillas (por ejemplo, de sésamo), aceites (por ejemplo, de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 659353 T3

oliva, sésamo, cacahuete, colza), etc. Los ejemplos adecuados de fuentes de alimentos con grasas poliinsaturadas
incluyen, pero no se limitan a, nueces, semillas (por ejemplo, de calabaza, girasol), semillas de lino, pescado (por
ejemplo, salmén, atun, caballa), aceites (por ejemplo, cartamo, soja, maiz). Los detalles adicionales de la primera
dieta son los mismos que los expuestos anteriormente.

Después, el paciente recibe una segunda dieta durante un segundo periodo de tiempo predeterminado. La segunda
dieta proporciona al paciente un maximo de 500 kcal/dia. En un refinamiento, la segunda dieta proporciona al
paciente un maximo de 200 kcal/dia. Por lo general, el segundo periodo de tiempo predeterminado es de
aproximadamente 2 a 7 dias. En un refinamiento particularmente util, el segundo periodo de tiempo predeterminado
es de 3 dias. Los detalles adicionales de la segunda dieta son los mismos que los expuestos anteriormente.

La radioterapia se administra al paciente durante o después de que el paciente consuma la segunda dieta. Por lo
general, la radioterapia se administra después de 48-72 horas de la segunda dieta.

En una variacion, al paciente se le proporciona posteriormente una tercera dieta durante un tercer periodo de tiempo
predeterminado. La tercera dieta complementa la ingesta calérica normal del paciente e incluye una composicion
reponedora. Caracteristicamente, la composicion reponedora incluye aminoacidos esenciales. La composicion
reponedora también puede incluir fuentes naturales de acidos grasos esenciales, vitaminas y minerales y un
comprimido multimineral que contiene hierro, cinc, cobre, magnesio y calcio y también puede contener un complejo
de vitamina B que incluye vitamina B12.

Como se expuso anteriormente, la tercera dieta, junto con la dieta normal del paciente, le permitira al paciente
recuperar su peso normal y maximizar su resistencia. Por lo general, el tercer periodo de tiempo predeterminado es
de al menos 5 dias y puede continuar indefinidamente. En un refinamiento, el tercer periodo de tiempo
predeterminado es de aproximadamente 4 dias a aproximadamente 14 dias. Se estima que una semana es casi
Optima para este proposito. La composicion reponedora también incluira opcionalmente diversos componentes
adicionales. Por ejemplo, la composiciéon reponedora puede incluir un extracto de verduras. En un refinamiento,
dicho extracto de verduras proporciona el equivalente a 5 porciones diarias recomendadas de verduras. Las fuentes
adecuadas para el extracto de verduras incluyen, pero no se limitan a, col china, col rizada, lechuga, esparrago,
zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y remolacha. La composiciéon reponedora
también puede incluir acidos grasos esenciales omega-3/6 y aminoacidos no esenciales. Los ejemplos de
aminoacidos no esenciales adecuados incluyen, pero no se limitan a, histidina, serina, taurina, tirosina, cisteina,
glutamina y combinaciones de los mismos. Los detalles adicionales de la tercera dieta son los mismos que los
expuestos anteriormente.

Se proporciona un envase de comida terapéutica para proporcionar comidas a un paciente con cancer, que retrasa
el crecimiento del cancer y mejora la eficacia de los farmacos quimioterapéuticos. El envase de comida terapéutica
esta disefiado para proporcionar los requisitos nutricionales y caldricos apropiados de los métodos expuestos
anteriormente. El envase de comida terapéutica incluye un primer componente de comida, un segundo componente
de comida y una composicidon reponedora. EI primer componente de comida proporciona los componentes
nutricionales de la primera dieta expuesta anteriormente. El primer componente de comida se divide en porciones
que proporcionan al paciente con cancer como maximo el 50% de la ingesta calérica normal del paciente,
procediendo al menos el 50% de las kilocalorias de la grasa. El primer componente de comida esta en una cantidad
suficiente para proporcionar comidas durante un primer periodo de tiempo predeterminado. En un refinamiento, el
primer componente de comida también incluye extractos equivalentes a 5 porciones de verduras, asi como acidos
grasos esenciales omega-3/6.

El segundo componente de comida proporciona los componentes nutricionales de la segunda dieta expuesta
anteriormente. El segundo componente de comida se divide en porciones que proporcionan al paciente con cancer
como maximo 500 kcal/dia. El segundo componente de comida esta en una cantidad suficiente para proporcionar
comidas durante un segundo periodo de tiempo predeterminado. EI segundo componente de comida también
incluye extractos equivalentes a 5 porciones de verduras, asi como minerales y acidos grasos esenciales omega-
3/6.

La composicién reponedora proporciona, al menos parcialmente, los componentes nutricionales de la tercera dieta
expuesta anteriormente. Por lo general, la composicion reponedora se combina con la dieta normal del paciente para
proporcionarle una ingesta calérica algo normal. La composicion reponedora incluye aminoacidos esenciales. La
composicion reponedora esta en una cantidad suficiente para proporcionar la reposicion durante un tercer periodo
de tiempo predeterminado.

Como se expuso anteriormente, el primer componente de comida tiene alto contenido de grasa. Aunque el primer
componente de comida incluye practicamente cualquier fuente de grasa, se prefieren fuentes con alto contenido de
grasas insaturadas, en particular fuentes de grasas monoinsaturadas, para minimizar los efectos secundarios
cardiovasculares posiblemente perjudiciales de las grasas, particularmente en pacientes que haran un uso frecuente
de esta dieta. Ejemplos adecuados de fuentes de alimentos monoinsaturados incluyen, pero no se limitan a,
mantequilla de cacahuete, aceitunas, nueces (por ejemplo, almendras, pacanas, pistachos, anacardos), aguacate,
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semillas (por ejemplo, de sésamo), aceites (por ejemplo, de oliva, sésamo, cacahuete, colza), etc. Los ejemplos
adecuados de fuentes de alimentos con grasas poliinsaturadas incluyen, pero no se limitan a, nueces, semillas (por
ejemplo, de calabaza, girasol), semillas de lino, pescado (por ejemplo, salmén, atin, caballa), aceites (por ejemplo,
cartamo, soja, maiz). El primer componente de comida también incluye un componente seleccionado del grupo que
consiste en extractos de verduras, minerales, acidos grasos esenciales omega-3/6 y combinaciones de los
mismos. En un refinamiento, dicho extracto de verduras proporciona el equivalente a 5 porciones diarias
recomendadas de verduras. Las fuentes adecuadas para el extracto de verduras incluyen, pero no se limitan a, col
china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y
remolacha. Las fuentes adecuadas para los acidos grasos esenciales omega-3/6 incluyen pescado, tal como
salmon, atun, caballa, anchoa, pez espada y similares.

Como se expuso anteriormente, el segundo componente alimentario proporciona al paciente una cantidad muy baja
de kcal. En un refinamiento, el segundo componente alimentario incluye un componente seleccionado del grupo que
consiste en extractos de verduras, minerales, acidos grasos esenciales omega-3/6 y combinaciones de los
mismos. En un refinamiento, dicho extracto de verduras proporciona el equivalente a 5 porciones diarias
recomendadas de verduras. Las fuentes adecuadas para el extracto de verduras incluyen, pero no se limitan a, col
china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y
remolacha. Las fuentes adecuadas para los acidos grasos esenciales omega-3/6 incluyen pescado tal como salmoén,
atun, caballa, anchoa, pez espada y similares.

La composicion reponedora esta disefiada para que el peso y la resistencia normales del paciente se mantengan (o
se restablezcan si se ha perdido peso). En un refinamiento, la composicion reponedora incluye adicionalmente
extractos equivalentes a 5 porciones de verduras asi como minerales y acidos grasos esenciales omega-3/6. Debe
apreciarse que la composicion reponedora se debe tomar con una dieta normal de manera que se alcancen los
objetivos de peso y resistencia. Por lo general, la dieta normal proporcionara aproximadamente la ingesta caldrica
normal del paciente como se expuso anteriormente.

El envase de comida terapéutica también puede incluir instrucciones para administrar al paciente con cancer el
primer componente de comida, el segundo componente de comida y la composicién reponedora. Las instrucciones
proporcionaran los detalles expuestos anteriormente con respecto a los métodos. En un refinamiento, las
instrucciones establecen que el primer componente alimentario se debe proporcionar al paciente durante un primer
periodo de tiempo predefinido como se expuso anteriormente. Por lo general, el primer periodo de tiempo
predeterminado es de aproximadamente 1 a 2 dias. En un refinamiento, el primer periodo de tiempo predeterminado
es 1 dia. Las instrucciones también establecen que el segundo componente alimentario debe tomarse durante un
segundo periodo de tiempo predeterminado como se expone anteriormente. Por lo general, el segundo periodo de
tiempo predeterminado es de aproximadamente 2 a 7 dias. En un refinamiento particularmente util, el segundo
periodo de tiempo predeterminado es de aproximadamente 3 dias. Las instrucciones también establecen que la
composiciéon reponedora debe tomarse con la dieta normal y, en particular, con una cantidad suficiente de productos
alimentarios adicionales para mantener o recuperar el peso y la resistencia del paciente. Por lo general, el tercer
periodo de tiempo predeterminado es de al menos 5 dias. En un refinamiento, el tercer periodo de tiempo
predeterminado es de aproximadamente 4 dias a aproximadamente 14 dias. Se encuentra que una semana es casi
Optima para este proposito.

En una variacién, el envase alimentario terapéutico se envasa en un recipiente (por ejemplo, una caja). En un
refinamiento, cada uno de los componentes de la primera comida y segunda comida se dividen en porciones diarias
con etiquetas que asi lo indican. En un refinamiento adicional, cada porcién diaria se divide en tres comidas. Por lo
general, cada comida sera una combinaciéon de comida solida, un batido y una sopa (dia 1) y solo sopas y batidos
para los dias 2, 3 y 4 (3 comidas/dia). Cada envase también contendra pildoras con acidos grasos esenciales,
minerales y vitaminas y/o extractos de verduras. La caja también contendrd un suministro de 1 semana de la dieta
reponedora que sera en forma de pildoras. En general, las fuentes no naturales de cualquier elemento en todos los
componentes de la dieta se reducen al minimo.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencion. Los expertos en la materia reconoceran muchas variaciones
que estan dentro del alcance de las reivindicaciones.

Experimento 1

Se describen diez casos en los que los pacientes diagnosticados con una variedad de tumores malignos han
ayunado voluntariamente antes (48-140 horas) y/o después (24-56 horas) de recibir quimioterapia. Ninguno de estos
10 pacientes, que recibieron un promedio de 4 ciclos de quimioterapia en combinacién con ayuno, comunicé efectos
secundarios significativos causados por el propio ayuno, ademas de hambre. La toxicidad se calificé segun los
Criterios de Toxicidad comunes (CTC) del Instituto Nacional del Cancer (INC) y los efectos secundarios facilitados
por los pacientes de cinco pacientes, indican que el ayuno puede proteger contra el cansancio, la debilidad y los
efectos secundarios gastrointestinales. En aquellos pacientes cuyo avance del cancer podria controlarse, el ayuno
no impidié la reduccion dependiente de quimioterapia de la masa tumoral o marcadores tumorales. Aunque se
requieren ensayos clinicos controlados para determinar el papel del ayuno en la mejora de los resultados clinicos y
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de la calidad de vida del paciente, los 10 casos aqui presentados sugieren que el ayuno, en combinacion con la
quimioterapia, es factible, seguro y tiene el potencial de aumentar la quimioterapia existente.

Se comunican diez casos de pacientes diagnosticados con varios tipos de cancer, que voluntariamente ayunaron
antes y después de la quimioterapia. Los resultados presentados, basados en los resultados de salud facilitados por
los pacientes, y en las lecturas analiticas, sugieren que el ayuno es seguro y que puede reducir los multiples efectos
secundarios causados por la quimioterapia sin impedir la destruccién de las células cancerosas.

Caso 1:

Mujer caucasica de 51 afios, diagnosticada con cancer de mama en estadio lIA, a quien se la recomendo
quimioterapia complementaria con docetaxel (DTX) y ciclofosfamida (PC). Dicha mujer ayundé antes de recibir su
primera administracion de quimioterapia. El régimen de ayuno consistié en una restriccion calérica completa durante
120 horas antes y 60 horas después de la quimioterapia (180 horas en total), durante las cuales consumié solo agua
y vitaminas. La paciente completé este ayuno prolongado sin mayores inconvenientes y perdié 3,1 kilos (7 libras)
que se recuperaron al final del tratamiento (Figura IH). Después del ciclo de quimioterapia con ayuno, la paciente
sintid cansancio leve, xerostomia (sequedad de boca) e hipo (Figura 2); sin embargo, pudo realizar sus actividades
diarias (trabajando hasta 12 horas al dia). Por el contrario, en los ciclos de tratamiento con quimioterapia posteriores
(segundo y tercero), recibié quimioterapia sin ayunar y refirié cansancio de moderado a intenso, debilidad, nauseas,
célicos abdominales y diarrea (Figura 2). Esta vez, los efectos secundarios la obligaron a dejar su horario de trabajo
habitual. Para el 4° y ultimo ciclo, opté por ayunar una vez mas, aunque con un régimen diferente que consistia en
ayunar 120 horas antes y 24 horas después de la quimioterapia. En especial, los efectos secundarios facilitados por
la paciente fueron menores a pesar del dafio acumulado esperado en los tejidos a causa de los ciclos previos. De
acuerdo con esto, las lecturas de las analiticas confirman que el ayuno puede tener un efecto beneficioso en la
proteccion de las células sanguineas. El recuento total de leucocitos (L) y el recuento absoluto de neutréfilos (RAN)
mostraron un ligero incremento, aunque constante, al nadir, cuando la quimioterapia fue precedida de ayuno (Figura
1A, C, Tabla 1). Ademas, se observd que los niveles de plaquetas no disminuyeron, sino que permanecieron
estables o aumentaron durante el 1% y 4° ciclo, respectivamente, en ciclos de quimioterapia en ayunos. (Figura
1D). Curiosamente, después del 4° ciclo de quimioterapia combinado con ayuno de 144 horas, el RAN vy los
recuentos de L y plaquetas alcanzaron el nivel mas alto desde el comienzo de la quimioterapia 80 dias antes
(Figuras 1A, C y D). En general, los valores de laboratorio y las encuestas basadas en CTC (criterios de toxicidad
comunes), sugieren que el ayuno es seguro y podria conferir proteccion contra los efectos secundarios téxicos de la
quimioterapia para esta paciente.

Caso 2:

Varén caucasico de 68 afios que fue diagnosticado en febrero de 2008 de adenocarcinoma esofagico. En el
momento del diagndstico, se encontré6 metastasis a la glandula suprarrenal izquierda en una exploracion CT-PET
(tomografia por emisién de positrones y tomografia computarizada), en consonancia con la enfermedad en estadio
IV. El tratamiento inicial fue 5-fluorouracilo (5-FU) combinado con cisplatino (CDDP). Al mismo tiempo que esta
quimioterapia, también recibid radiacion localizada durante los dos primeros ciclos. A lo largo de este periodo, el
paciente experimentd multiples efectos secundarios que incluyeron debilidad intensa, mucho cansancio y vémitos, y
neuropatia periférica significativa (Figura 3). Ademas, el paciente refirid disfagia intensa secundaria a mucositis
grave, muy probablemente causada por el tratamiento de radiacion. Durante el tercer ciclo, la administracion de 5-
FU tuvo que retirarse debido a nauseas intensas y vomitos refractarios (Figura 3). A pesar de la estrategia agresiva
con quimioterapia y radiacion, su enfermedad avanzoé. El desarrollo de nuevas metastasis a la glandula suprarrenal
derecha, al I6bulo inferior del pulmén derecho, al sacro izquierdo y a la apdfisis coracoides, se demostré6 mediante
una nueva CT-PET realizada en agosto de 2008. Esto provocé un aumento de su régimen de quimioterapia (4°
ciclo). Se administré carboplatino (CBDCA) en combinacién con DTX y 5-Fu (el 5-FU se administré durante 96
horas). El paciente incorporé un ayuno de 72 horas antes de la quimioterapia y de 51 horas después de la misma
durante el 4° ciclo. La justificacion de realizar un ayuno de 51 horas después de la quimioterapia horas fue
protegerse contra la administracién continuada de 5-FU. El paciente perdié aproximadamente 3,1 kilos (7 libras), 1,8
de los cuales se recuperaron durante los primeros dias de la reanudacion de la dieta normal (datos no
mostrados). Aunque se utilizaron tres agentes quimioterapéuticos en combinacidon durante este ciclo, los efectos
secundarios facilitados por el paciente fueron sistematicamente menores en comparacién con los de los ciclos de
quimioterapia y alimentacion a demanda (Figura 3). Antes de su 5° tratamiento con quimioterapia, el paciente optd
por ayunar de nuevo. En lugar de recibir la infusion de 5-FU durante 96 horas, como lo hizo anteriormente, se
administré la misma dosis de farmaco en 48 horas y el régimen de ayuno también se modificé a 48 horas antes y 56
horas después de la administracion del farmaco. Curiosamente, no solo hubo menos efectos secundarios facilitados
por el paciente, sino también una respuesta clinica alentadora documentada en una exploracién CT-PET. En la
exploracion se observd disminucion en el valor de captacién estandar (VCE) de la masa esofagica principal,
metastasis de las glandulas suprarrenales y el nédulo en el I6bulo inferior derecho del pulmén. Para el 6°, 7° y 8°
ciclo, el paciente ayun6 antes y después de los tratamientos de quimioterapia (Tabla 3). A pesar de la toxicidad
acumulada esperada, la mayoria de los efectos secundarios se redujeron con el ayuno, excepto por la diarrea leve y
los cdlicos abdominales que se desarrollaron durante el 7° ciclo de quimioterapia. Era un cancer muy agresivo y, a
pesar de la quimioterapia bien tolerada, la enfermedad del paciente avanzoé y el paciente fallecié en febrero de 2009.
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Caso 3:

Varén de 74 afos que fue diagnosticado en julio de 2000 con adenocarcinoma de préstata bilateral, puntaciéon 7 de
Gleason y nivel de APE de 5,8 ng/ml. Una prostatectomia realizada en septiembre de 2000 produjo niveles
indetectables de APE hasta enero de 2003, cuando aumenté a 1,4 ng/ml. Se prescribié acetato de leuprolida junto
con bicalutamida y finasterida. Sin embargo, la administracién de estos medicamentos tuvo que suspenderse en
abril de 2004 debido a efectos secundarios graves relacionados con la restriccién de testosterona. Para controlar la
enfermedad, se utilizaron diferentes farmacos, tales como pamoato de ftriptolerina, nilutamida, talidomida, CP y
ketoconazol. En 2007, el nivel de APE del paciente alcanzé 9 ng/ml y se observaron nuevas metastasis durante una
gammagrafia 6sea. Semanalmente se administré DTX a 25 mg/mz’ pero los niveles de APE continuaban
aumentando llegando a 40,6 ng/ml (datos no mostrados). Se afadié bevacizumab al tratamiento y solo entonces el
APE disminuy6 significativamente (datos no mostrados). Sistematicamente, una gammagrafia ésea mostré una
mejoria general. A lo largo de los ciclos con quimioterapia, el paciente experimento efectos secundarios significativos
que incluian cansancio, debilidad, sabor metélico en la boca, mareos, amnesia, deterioro de la memoria a corto
plazo y neuropatia periférica (ZFigura 5). Después de suspender los tratamientos de quimioterapia, su APE aumenté
rapidamente. DTX a 75 mg/m” en un ciclo de 3 semanas fue el régimen elegido y una vez mas, el paciente padecié
efectos secundarios significativos (Figura 5). En junio de 2008, la quimioterapia se detuvo. El paciente participd en
un ensayo clinico en fase Ill con acetato de abiraterona, un medicamento que puede bloquear selectivamente
CYP17, una enzima microsémica que cataliza una serie de reacciones criticas para la biosintesis de andrégenos no
gonadales (Derek Raghavan y Eric A. Klein J. CO 2008). Durante el ensayo clinico, los niveles de APE del paciente
aumentaron hasta 20,9 ng/dl (Figura 4H), lo que provoco la reanudacién de la quimioterapia. Esta vez, el paciente
opté por ayunar antes de la quimioterapia. Sus regimenes de ayuno fueron en su mayoria 60 horas antes y 24
después de la administracion del farmaco (Tabla 3). El nivel de APE disminuyé inmediatamente después de reiniciar
los tratamientos de quimioterapia (DTX 75 mg/mz) y ayuno, y en especial, los efectos secundarios referidos por el
paciente fueron considerablemente menores en comparacién con los de los ciclos previos de quimioterapia y
alimentacion a demanda (Figura 5). De acuerdo con lo que experimenta el paciente, las lecturas de la analiticas
fueron sistematicamente estables y permanecieron dentro del intervalo normal a lo largo de los tratamientos (Figuras
4A-G). Durante los tres ultimos ciclos, ademas de ayunar, el paciente se aplico testosterona (en crema al 1 %)
durante cinco dias antes de la quimioterapia. Como consecuencia, el nivel de APE junto con el nivel de testosterona
aumento drasticamente. No obstante, 3 ciclos de quimioterapia combinada con ayuno redujeron el APE de 34,2 a
6,43 ng/ml (Figura 4H). Estos resultados no respaldan la posibilidad de que el ayuno pueda conferir proteccion
parcial a las células cancerosas.

Caso 4:

Mujer caucasica de 61 afios que fue diagnosticada en junio de 2008 con carcinoma de pulmén no microcitico
(CPNMC) mal diferenciado. La masa, originalmente observada en una exploracién por tomografia computarizada,
demostroé ser hipermetabdlica en un estudio con PET (tomografia por emision de positrones) (junio de 2008) que se
correlacionaba con los resultados de la biopsia. En la misma exploracién con PET se observd enfermedad
metastasica diseminada en multiples ganglios linfaticos del mediastino y perihiliares del lado izquierdo. También se
observaron metastasis a huesos, higado, bazo y pancreas. El tratamiento inicial comenzé con la administracion de
DTX 75 mg/m2 y CBDCA 540 mg/m*“ cada 21 dias. Aunque seguia una dieta regular, durante los 5 primeros ciclos
perdié un promedio de 1,8 kilos (4 libras) después de cada quimioterapia; muy probablemente debido a la toxicidad
de la misma. La paciente comunicé que tardd aproximadamente tres semanas en recuperar su peso original. Entre
los efectos secundarios experimentados, refiri6 espasmos musculares intensos, neuropatia de las extremidades
inferiores, cansancio significativo, llagas en la boca y la lengua, facilidad de producirse hematomas y molestias
intestinales (Figura 7). Durante el sexto ciclo, que consistié6 en tomar los mismos farmacos en las mismas dosis, la
paciente ayuné durante 48 horas antes y 24 horas después de la quimioterapia. Durante este periodo, perdio
aproximadamente 2,7 kilos (6 libras), que se recuperaron en 10 dias (datos no mostrados). Ademas de cansancio
leve y debilidad, la paciente no refiri6 ningun otro efecto secundario que experimentase durante los cinco ciclos
previos (Figura 7). Cabe sefalar que, los efectos secundarios acumulados, tales como la neuropatia periférica, la
alopecia o deterioro de la memoria a corto plazo, pueden no invertirse mediante el ayuno una vez que se hayan
desarrollado. Por el contrario, los efectos secundarios toxicos agudos, se evitaron con éxito cuando se administré
quimioterapia en ayunas (Figura 7). Después del sexto y ultimo ciclo, la paciente refiri6 que su energia se recuperd
rapidamente al caminar 4,8 kilometros (3 millas) solo tres dias después de la administracién del farmaco. No se
observaron diferencias significativas en la analitica de la paciente (Figura 6A-G). El ultimo estudio radioldgico (PET)
realizado en febrero de 2009 mostr6 enfermedad estable en la masa principal (I6bulo inferior del pulmén izquierdo) y
disminucion de la captacion del marcador en el bazo y el higado en comparacion con su estudio de referencia.

Caso 5:

Paciente de 74 afos, diagnosticada en 2008 de carcinoma seroso papilar uterino en estadio IV. Se recomendé
realizar histerectomia abdominal total con salpingooforectomia bilateral (TAH-BSO) seguida de quimioterapia
complementaria. Ademas, se extirparon los ganglios linfaticos pélvicos, periadrticos y precava. Finalmente, debido a
un importante agrandamiento del uréter derecho, también se realizé una nefrectomia derecha. Se administraron seis
ciclos de CBDCA (480 mg) y paclitaxel (280 mg) cada 21 dias. Durante el primer tratamiento, la paciente tuvo una
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dieta regular y experimenté cansancio, debilidad, alopecia, cefalea y molestias gastrointestinales (Figura 8). Por el
contrario, durante el ciclo 2-6, la paciente ayuné antes y siguié la administracion del farmaco vy refirié una reduccion
en los efectos secundarios desarrollados después de la quimioterapia (Tabla 3, Figura 8). De acuerdo con otros
informes, el ayuno no interfiri6 con la destrucciéon, dependiente de quimioterapia, de las células cancerosas,
documentado por la reduccién del 87 % del marcador tumoral CA-125 después del 4° ciclo (datos no mostrados).

Caso 6:

Paciente de raza blanca de 44 afios, diagnosticada de masa ovarica derecha (10x12 cm.) en julio de 2007. Se
realizé cirugia (TAH-BSO). El tumor no mostré invasion de la capsula ovarica y los mas de 30 ganglios linfaticos
fueron negativos. Su enfermedad fue clasificada como carcinosarcoma en estadio IA del ovario. El tratamiento inicial
implementado fue un programa de seis ciclos de ifosfamida y CDDP, que el paciente recibié de julio a noviembre de
2007. Su primera tomografia computarizada, realizada en enero de 2008, no mostré enfermedad extra ovarica. Siete
meses después, una resonancia magnética revelé6 multiples nuevos nodulos pulmonares. Este hallazgo se confirmé
con una tomografia computarizada donde se visualizaron mas de 20 nddulos nuevos dentro de los pulmones junto
con algunas anomalias (imagenes hipodensas = MTS?) en la regién esplénica y cambios degenerativos en la
columna vertebral. En base a estos resultados, se eligid un nuevo régimen de medicamentos que incluia Taxol,
carboplatino y Avastin. Las infusiones comenzaron en agosto de 2008 y se realizaron en un calendario de 3
semanas. Al mismo tiempo, la paciente recibi6 un complemento de altas dosis de vitamina C (50 mg/dia). En
septiembre de 2008, una nueva evaluacién con una tomografia computarizada mostré una disminucion notable en el
tamafio y el numero de ndédulos pulmonares bilaterales dispersos mdltiples. Sin embargo, en noviembre, una
tomografia computarizada mostré que uno de los nddulos principales aumenté de 0,5 a 0,8 cm, lo que indicaba el
avance de la enfermedad. Se prescribié un nuevo tratamiento que consistia en gemcitabina el primer dia seguido de
gemcitabina y docetaxel el octavo dia. Sin embargo, después de la primera administracion de gemcitabina a dosis
completa (900 mg/mz), la paciente experimentd neutropenia (Figura 9A) y trombocitopenia (Figura 9D) prolongadas
lo que obligd a la suspension del tratamiento de seguimiento. Durante el segundo ciclo, la paciente recibié una dosis
reducida de gemcitabina (720 mg/mz), pero nuevamente desarrolldé neutropenia y trombocitopenia prolongadas, lo
que dificulté completar el programa original. Antes del tercer ciclo, la paciente ayuné durante 62 horas antes y 24
horas después de la quimioterapia. La paciente no refirié efectos secundarios, independientemente de si habia
ayunado o no, pero curiosamente su analitica mostré una mejora notable durante los tratamientos de quimioterapia
en ayunas (Figura 10). Se observé una tendencia en la que los nadir eran ligeramente menos pronunciados y los
cenit eran considerablemente mas altos en el recuento absoluto de neutréfilos (RAN), linfocitos y leucocitos (Figuras
9A, B, C, respectivamente, Tabla 2). Ademas, la gemcitabina sola, durante la 12 y la 22 quimioterapia, condujo a una
disminucion rapida y pronunciada del recuento de plaquetas, que tard6 11 y 12 dias en recuperarse,
respectivamente. (Tabla 2). Sin embargo, los recuentos de plaquetas no disminuyeron, sino que aumentaron,
después del primer tratamiento combinado de ayuno y gemcitabina (3° ciclo) (Figura 9D). El nadir plaquetario
alcanzé un nivel mas bajo en comparacién con los tratamientos previos de quimioterapia solo, lo que podria
explicarse por el efecto aditivo de tres agentes quimioterapéuticos (Figura 9D, Tabla 2). No obstante, el cenit en los
numeros de plaquetas y el tiempo para recuperar el nivel normal fueron mucho mas pronunciados y acortados,
respectivamente, durante los tratamientos de quimioterapia en ayunas en comparacion con la quimioterapia sola
(Figura 9D, Tabla 2). Esta mejora significativa y recuperacion mas rapida de plaquetas después ayuno/quimioterapia
multiple no solo permitié a la paciente completar su quimioterapia, sino que también sugiere que esta estrategia
puede tener efectos protectores sobre los precursores de las células sanguineas, permitiendo una repoblacidon mas
rapida de trombocitos y granulocitos.

Caso 7:

Varén caucésico de 66 afos, diagnosticado en julio de 1998 de adenocarcinoma de prostata, puntacion 8 de
Gleason. Un estudio ProstaScint realizado en el mismo afio mostré captacion positiva del radiotrazador en los
ganglios iliacos derechos, en consonancia con enfermedad en etapa D1. En 1998, el paciente recibié acetato de
leuprolida y bicalutamida por primera vez. En septiembre 1999, esos farmacos desaparecieron y tomo finasteride. En
diciembre de 2000, una tomografia computarizada insinué un avance local de la enfermedad. Comenzé el segundo
ciclo con acetato de leuprolida y también recibié braquiterapia de alta tasa de dosis (ATD) y radiaciéon de haz externo
con radioterapia de intensidad modulada (RTIM). Se aplicé tratamiento complementario con multiples farmacos tales
como bicalutamida, pamoato de triptolerina y nandrolona para controlar la enfermedad. Sin embargo, su nivel de
APE aumentaba rapidamente cada vez que se detenia el tratamiento. En abril de 2008, un escaner Combidex reveld
una masa pélvica de 3 x 5 cm e hidronefrosis izquierda; En junio del mismo afio, una nueva recaida del APE, junto
con una nueva tomografia computarizada que confirmé aun mas la masa en la zona iliaca izquierda, provoco los
tratamientos con DTX. El paciente decidié6 ayunar 60-66 horas antes y 8-24 horas después de la quimioterapia
(Tabla 3). Durante el ayuno, el paciente sinti6 sensacion de mareo y una disminucion significativa de la presion
arterial, pero los efectos secundarios facilitados el paciente después de la quimioterapia fueron casi inexistentes
excepto por la leve sensacion vibratoria en los pies desarrollada después de siete ciclos consecutivos de DTX
(Figura 12). Después de realizar las lecturas analiticas del paciente, se encontré que los niveles de RAN, L,
plaquetas y linfocitos se mantuvieron en el intervalo normal, mientras que los eritrocitos y sus parametros asociados
(hematocrito y hemoglobina) no lo hicieron (Figuras 11A-G). Esto sugiere que algunas células sanguineas pueden
beneficiarse de la proteccion dependiente de ayuno mientras que otras no. Por ultimo, los niveles de APE a lo largo
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de los ciclos, mostraron una tendencia decreciente constante que confirma que el ayuno no interfiri6 con la
destruccion de las células de cancer de préstata (Figura 11H).

Caso 8:

Paciente caucasica de 53 afos, diagnosticada de cancer de mama en estadio IIA (HER2+). Después de una
lumpectomia realizada en 2008, la paciente se sometié a 4 ciclos de quimioterapia programados cada 21 dias. El
régimen incluyé DXT (75 mg/m?) y CP (600 mg/m?). A lo largo de 4 ciclos, la paciente ayuno 64 horas antes y 24
horas después de la administracion de quimioterapia. Los efectos secundarios referidos incluyeron debilidad leve y
deterioro leve de la memoria a corto plazo (Figura 13).

Caso 9:

Paciente caucasica de 48 afios, diagnosticada de cancer de mama a quien se recomendd quimioterapia
complementaria. Su régimen de quimioterapia consistié en 4 ciclos de doxorrubicina (DXR) (110 mg) combinados
con CP (1100 mg) en el programa de 21 dias seguido de paclitaxel y trastuzumab semanalmente durante 12
semanas. Antes de su primer tratamiento de quimioterapia, la paciente ayuné durante 48 horas y no refirié efectos
adversos. Durante el segundo ciclo, la paciente incorporé 60 horas de ayuno antes de la quimioterapia, seguido de 5
horas después de la administracion del farmaco. Curiosamente, no expresé ninguna dificultad para seguir el
ayuno. Aunque perdio el cabello y sintidé debilidad leve, la paciente no padecidé otros efectos secundarios
comunmente referidos por la quimioterapia (Figura 14).

Caso 10:

Mujer caucasica de 78 afios, diagnosticada de cancer de mama RER2 positivo. Tras el diagnéstico y después de
una lumpectomia complicada, la paciente se sometié a una mastectomia total. Los oncélogos prescribieron seis
ciclos de quimioterapia complementaria con CBDCA 400 mg (ABC = 6), DTX (75 mg/mz) complementado con G-
CSF (Neulasta) y seguido de 6 meses con trastuzumab (Tabla 3). Durante los tratamientos de quimioterapia, la
paciente ayuné antes y después de la administracion del farmaco. Aunque la paciente adopto variacion del régimen
de ayuno, no se experimentaron efectos secundarios graves (Figura 16, Tabla 3). Ademas, las lecturas analiticas de
los niveles de L, RAN, plaquetas y linfocitos estaban dentro de los niveles normales (Figuras 15A-D) durante todo el
tratamiento.

Para evaluar la gravedad de los efectos secundarios experimentados se obtuvieron evaluaciones facilitadas por los
10 pacientes. Dado que muchos de los efectos secundarios quimiotéxicos son acumulativos, se compararon los
datos de la encuesta, incluidos todos los efectos secundarios de la quimioterapia asociados a ayuno combinado y
sin ayuno (Figura 17 A). La toxicidad se calificé segun los criterios de toxicidad comunes del Instituto Nacional del
Cancer. Alentadoramente, todos los pacientes refirieron los mejores resultados de salud facilitados, aunque los
ciclos de quimioterapia con ayuno se realizaron principalmente en la parte posterior de la terapia. Las nauseas,
vémitos, diarrea, colicos abdominales y llagas bucales practicamente no aparecian en los informes de los 10
pacientes cada vez que se administraban ciclos de quimioterapia, mientras que 5 de los 6 pacientes alimentados a
demanda (Figura 17A) refirieron al menos uno de estos sintomas. Los cuatro pacientes que siempre ayunaron en
combinacién con todos los tratamientos de quimioterapia refirieron baja gravedad para la mayoria de los efectos
secundarios (Figuras 12, 13, 14, 16). Solo se refirié debilidad moderada y pérdida de cabello por parte de varios
pacientes. Para los 6 pacientes que recibieron quimioterapia en asociacion con dieta a demanda o ayuno, la
gravedad de los efectos secundarios facilitados por los pacientes se determiné al considerar solo los dos ciclos mas
proximos de quimioterapia en los que el paciente habia ayunado o no. Hubo una reduccién general y principal en la
gravedad de muchos de los efectos secundarios facilitados por los pacientes en combinacion con el ayuno (Figura
17B). Considerando que los sintomas, tales como el cansancio y la debilidad, se redujeron significativamente (p
<0,001 y p <0,00193, respectivamente), nunca se refirieron vomitos y diarrea en combinacién con ayuno, a pesar de
que estos ciclos se llevaron a cabo sistematicamente al final (Figura 17B). En especial, no hubo ningun efecto
secundario incluido en las encuestas basadas en CTC (criterios de toxicidad comunes), cuya gravedad promedio
aumentase con el ayuno (Figura 17A, 17B).

Los resultados de las encuestas, de un grupo pequefo y heterogéneo de pacientes, sugieren que el ayuno es
seguro y bien tolerado en pacientes con cancer y podria mejorar los multiples efectos secundarios dependientes de
la quimioterapia. Aunque el sesgo podria afectar a la estimacién de los efectos secundarios por parte del paciente, la
tendencia de las mejoras en las lecturas analiticas posteriores a la quimioterapia confirma que el ayuno podria
proteger realmente contra diferentes farmacos quimioterapéuticos. En especial, se sabe que el ayuno protege a
levaduras y ratones contra una variedad de toxinas y tensiones (Rafaghello, LPNAS 2008; Matsson, M. Annual Rev.
Nutr2005) vy, por lo tanto, un efecto protector contra multiples farmacos quimioterapéuticos en seres humanos no
seria sorprendente.
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Resultados

En este estudio se muestra a diez pacientes con cancer, 7 mujeres y 3 varones con una media de edad de 61 afios
(intervalo de 44 a 78 afos) que reciben quimioterapia. Cuatro de ellos padecian cancer de mama, dos cancer de
prostata y cuatro carcinoma de ovario, de cuello uterino y carcinoma de pulmén no microcitico, o adenocarcinoma
esofagico. Todos los pacientes habian ayunado voluntariamente durante un total de 48 a 140 horas antes y/o de 24
a 56 horas después de la quimioterapia bajo la supervision de sus oncoélogos tratantes. El ayuno fue bien tolerado en
todos los casos. El hambre y la disminucién de la presion arterial fueron sintomas comunes citados por los pacientes
después de los periodos de ayuno prolongado.

Analisis

Las recomendaciones dietéticas generales durante el tratamiento del cancer se basan en objetivos generales para
prevenir o invertir las deficiencias de nutrientes, preservar la masa corporal magra y minimizar los efectos
secundarios relacionados con la nutricion (tales como disminucion del apetito, nauseas, cambios de sabor o
intestinales) (Doyle, Nutrition and Physical Activity During and After Cancer Treatment, 2006). Contrariamente a las
dietas estandar posteriores a la quimioterapia, la mayoria de los pacientes en esta serie refirié que el ayuno era
factible y beneficioso al reducir los efectos secundarios tales como cansancio, debilidad, nduseas, vomitos y colicos
abdominales. Las dolencias minoritarias surgieron durante el ayuno, entre las que se incluian mareos, hambre o
cefalea, a un nivel que no interfirié con las actividades normales, incluido el trabajo.

La pérdida de peso es una gran preocupacion en los pacientes con cancer. Esto puede deberse al propio cancer, a
la disminucion del apetito después de la quimioterapia o a dafio gastrointestinal. En especial, en este informe de
casos, la pérdida de peso durante el ayuno se recuperd rapidamente en la mayoria de los pacientes. Para los
pacientes que recibieron quimioterapia tanto con ayuno como sin él, los efectos secundarios quimiotoxicos
parecieron atenuarse durante los ciclos de quimioterapia y ayuno. Los sintomas que parecieron mejorar con esta
intervencion fueron principalmente gastrointestinales y constitucionales.

En las células no malignas, las condiciones arduas tales como el ayuno/la inanicién de glucosa, estimulan al
organismo a suprimir el crecimiento/la reproduccion y desvian su energia hacia el mantenimiento/la reparacion y
maximizan sus posibilidades de supervivencia (Longo., Nature, 2005). Por lo tanto, los factores de crecimiento tales
como IGF-I disminuyen (Thiessen, JP Endocrine Rev 1994; Stephen R. Spindler Annual review of nutrition 2007) y
los mecanismos de resistencia al estrés, tales como la respuesta de proteinas desplegadas (RPD) incluyendo las
proteinas de choque térmico (HSP 70) y las proteinas de respuesta a la glucosa (GRP 78), aumentan (Mote, PL
Mechanism Age Dev 1998; Lee, AS Trends in biochemical science 2001; Ramachandra K. Reddy J. of Biological.
Chemistry 2003). Las células normales responderian a estos cambios, mientras que las células malignas no
responderian debido a la autosuficiencia en las sefiales de crecimiento (Hanahan, Hallmarks of cancer). 2000). Por
lo tanto, el ayuno protegeria selectivamente a las células normales contra la toxicidad de la quimioterapia sin
comprometer la actividad del farmaco en las células cancerosas.

Aunque los resultados son aun preliminares con solo 10 pacientes, no obstante son alentadores ya que la mayoria
de los efectos secundarios presentados en este documento tienen un patron acumulativo y el ciclo de quimioterapia
y ayuno se llevd a cabo principalmente en la parte posterior de los tratamientos.

Tabla 1
SJCIO ﬁ])gjrgg) Quimioterapia Respuesta tumoral
Caso |, 140 pre Docetaxel 75 mg/m” + /a
1 40 post Ciclofosfamida 600 mg/m?
4 120 pre Docetaxel 75 mg/m® + a
24 post Ciclofosfamida 600 mg/m?
Caso 4 72 pre Docetaxel 64,6 mg/m” + -
2 51 post Carboplatino 485 mg
48 Docetaxel 79 mg/m” + -
pre ; Enfermedad estable con exploracion CT/
5 56 post Carboplatino 470 mg PET
+ 5FU 2415,7 mg/m
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Docetaxel 79 mg/m® + Carboplatino|
48 pre 470 mg . .
6 56 post En referencia al texto + 5FU 2415,7'\/IeJora con exploracion CT/PET
mg/m?
Docetaxel 79 mg/m° + Carboplatino|
T3 o
P +5FU 2415,7 mg/m®
7 i
s 48 pre E;)ge;\:]axel 79 mg/m® + CarbOpIatInOAvance de la enfermedad con
56 post N 5FU92415 7 mg/m? exploracion CT/PET
Caso 3 ?'2 gg'ggsrt)re Docetaxel 75 mg/m? Véase grafico de APE
Caso 46 48 pre |Docetaxel 75 mg/m” + Carboplatino 540[Enfermedad estable con exploracion CT/PET en
24 postimg referencia al texto
Caso 52 [36 pre gagrboplatlno 480 mg + Paclitaxel 280|
3.4 160 ore Carboplatino 480 mg + Paclitaxel 280Disminucion de CA 125 de 87%, Reduccion de CT en
P mg ganglios linfaticos
60 pre (Carboplatino 480 mg + Paclitaxel 280
5-6
24 postimg
62 pre [Gemcitabina 720 mg/m* (dia 1)+
Caso B3 |y hostlGMZ 720 mg/m? (dia 8)
4 62 pre |Gemcitabina 720 mg/m? (dia 1)+ »
24 post| GMZ 720 mg/m? (dia 8)
N T 7 A
5.6 6?: gﬁﬂgcgggmﬁ ?22 nggta(f; 113(;- ma/m? Enfermedad estable con exploracion PET, sin nueva
b , 9 IMimTs
24 post|(dia 8)
65 pre 2 . e
Caso 7|1 8 post Docetaxel 60 mg/m \Véase grafico de APE
65 pre
2-8 |st Docetaxel 75 mg/m? \Véase grafico de APE
post*
Caso 8[1-4 [64 pre |Docetaxel 75 mg/m”
iﬁstﬂ \Véase grafico de APE
Caso 911 48 pre Doxorrubicina 110 mg+ Ciclofosfamida n/a
1100 mg
61 pre [Doxorrubicina 110 mg+ Ciclofosfamida
2-4 n/a
4 post [1100 mg
7 N
?gso 1 160 pre rI?]((‘):]cetaxel 75 mg/m* + Carboplatino 400n/a
7 i
b |48 pre rIZr)]z'cetaer 75 mg/m* + Carboplatino 400 n/a
40 pre |Docetaxel 75 mg/m” + Carboplatino 400!
3 n/a
24 postimg
4 48 pre [Docetaxel 75 mg/m? + Carboplatino 400
n/a
24 postimg
36 pre |Docetaxel 75 mg/m” + Carboplatino 400
5 n/a
24 postimg
20 pre |Docetaxel 75 mg/m” + Carboplatino 400
6 n/a
20 postimg

* también se utilizé dieta hipoglucémica durante 24 horas antes del ayuno.
** también se utilizé dieta liquida durante 24 horas después del ayuno.
n/a = no aplicable, debido a que la quimioterapia se administra en el entorno adyuvante.
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Experimento 2

Con referencia a la Fig. 18, el ayuno sensibiliza a las células malignas a la irradiacion. Células de mama murino
(4T1-luc) se sembraron en placas de cultivo celular de 96 pocillos (20.000/pocillo), y se dejaron equilibrar y alcanzar
la confluencia durante 48 horas. A continuacion, el medio se cambié a medio con bajo o alto contenido de glucosa
durante 48 horas antes de la irradiacion (5 o 10 Gy, Figuras 18A, 18B). La viabilidad se determiné mediante el
ensayo de MTT (Fig. 18C). El andlisis estadistico se realizé6 mediante la prueba de la t de Student (N = 60).

Con referencia a la Fig. 19, el ayuno sensibiliza a las células malignas a la irradiacién. Células de glioma murino
(GL26) se sembraron en placas de cultivo celular de 96 pocillos (20.000/pocillo) y se dejaron equilibrar y alcanzar la
confluencia durante 48 horas. A continuacion, el medio se cambidé a medio con bajo o alto contenido de glucosa
durante 48 horas antes de la irradiacion (5 o 10 Gy, Figuras 19A, 19B). La viabilidad se determiné mediante el
ensayo de MTT (Fig. 19C). El andlisis estadistico se realizd6 mediante la prueba de la t de Student (N = 60).

Con referencia a la Fig. 20, la ICP (ayuno) sensibiliza a las células de cancer de mama murino a la irradiacion y
mejora el control tumoral en ratones. Ratones hembra BALB/c, que pesaban 20-25 g, recibieron una inyeccién por
via subcutanea de células singénicas de cancer de mama (4T1-luc, 2x10° células/raton). El dia 13 el tumor avanzoé
significativamente a 300-500 mm?®, y el tratamiento comenzé dejando a los ratones en ayunas durante 48 horas
antes de la irradiacion (IR; 5GY). El segundo ciclo de ICP/IR (3Gy) se realizé una semana después. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando cada dia la prueba de la t de Student. * p <0,05.

Con referencia a la Fig. 21, la ICP (ayuno) sensibiliza a las células de cancer de glioma murino a la irradiacion y
mejora el control tumoral en ratones. Ratones hembra C57BL/6, que pesaban 25-30 g, recibieron una inyeccion por
via subcutanea de células singénicas de cancer de glioma (GL26; 3x10° células/raton). El dia 27 el tumor avanzé
significativamente a 500-1000 mm?, y el tratamiento comenzé dejando a los ratones en ayunas durante 48 horas
antes de la irradiacion (IR; 7,5 Gy). El segundo ciclo de ICP/IR (3Gy) se realizé una semana después. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando cada dia la prueba de la t de Student. * p <0,05.

Experimento 3

Se analizé una hipdtesis de que los muchos cambios en las fuentes de energia, en el crecimiento y en otros factores
extracelulares causados por el ayuno no solo impiden la proteccidn, sino que también promueven la sensibilizacion
de una gran variedad de células cancerosas a los farmacos quimioterapéuticos.

Para explorar si el ayuno puede mejorar sinérgicamente la toxicidad de la quimioterapia, se estudiaron varios
modelos de cancer de ratén utilizando células de cancer de mama murino (4T1), melanoma (B16), glioma (GL26) y
neuroblastoma murino (NXS2, Neuro-2-a), asi como células de neuroblastoma humano (ACN). La inanicién a corto
plazo (ICP), o ayuno, se realizé retirando por completo el alimento durante 48-60 horas, con acceso ilimitado a
agua. Como se esperaba, la quimioterapia administrada con una dieta a demanda retrasd el crecimiento de los
tumores subcutaneos (Fig. 22 AC). Extraordinariamente, solo dos ciclos de ayuno (de 48 horas cada uno) fueron tan
eficaces como dos ciclos de tratamiento de quimioterapia. Se observaron efectos similares en ratones portadores de
masas subcutaneas de melanoma (células B16), aunque el efecto del ayuno solo no se mantuvo después del
segundo ciclo (Fig. 22B), y también en ratones portadores de masas subcutaneas de glioma (células GL26) (Fig.
22C). El ayuno en el modelo de glioma se aplicd una sola vez debido al crecimiento tumoral inusualmente rapido en
el grupo de control (a demanda, sin quimioterapia). EI mayor indice terapéutico se observé cuando el ayuno se
combiné con cualquiera de los farmacos quimioterapéuticos doxorrubicina (DXR) o ciclofosfamida (PC),
habitualmente utilizados, (Fig. 22 AC). Para el cancer de mama 4T1, dos ciclos de ayuno dieron como resultado un
tamafo tumoral de menos de la mitad en el grupo de tratamiento solo con CP, incluso 20 dias después del ultimo
tratamiento (Fig. 22A). En los modelos de glioma y melanoma subcutaneos (Fig. 22 B-C) se observaron efectos
similares. En particular, el peso corporal perdido durante el ayuno se recuperd por lo general a los 3 dias de la
realimentacion, incluso después del tratamiento con quimioterapia (Fig. 23 A-D), confirmando que el ayuno no
exacerba los efectos de los tumores y la quimioterapia sobre la pérdida de peso en ratones, de acuerdo con las
observaciones del estudio preliminar de ayuno y quimioterapia en pacientes.

El efecto del ayuno sobre la quimioterapia se estudi® en modelos metastasicos generados por inyecciones
intravenosas de células de cancer de mama murino (4T1), células de melanoma (B16) y 2 lineas celulares de
neuroblastoma (NXS2 y Neuro-2a) en ratones inmunocompetentes. El ayuno potencié la quimioterapia y prolongé la
supervivencia de todos los modelos de cancer metastasico en ratones (Figuras 24-28). En el modelo metastasico de
melanoma, los ratones se sacrificaron al principio para determinar el efecto de la ICP en la
metastasis. Curiosamente, la ICP combinada con DXR causd una reduccion en la metastasis de las células de
melanoma B16 a diferentes 6rganos en comparacién con los ratones que recibieron DXR con una alimentacion
normal (Fig. 25). Por ejemplo, se encontraron metastasis pulmonares en el 100 % frente al 65% de los ratones que
recibieron DXR con alimentacion normal y ayuno, respectivamente. Ademas, a diferencia de los ratones alimentados
normalmente, no se detectd metastasis en el higado o el bazo de los ratones en ayunas (Fig. 25).
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Para evaluar el efecto de ciclos multiples de ayuno y quimioterapia sobre un cancer metastasico agresivo, se
controlé la supervivencia de 2 modelos de neuroblastoma metastasico en raton. La supervivencia a largo plazo (mas
de 180 dias) se logro en el 42 % de los ratones portadores de neuroblastoma murino (NXS2), que se sometieron a 2
ciclos de ayuno con dosis altas de DXR (16 mg/kg) (Fig. 26), en comparacién con el 100 % de mortalidad en el
grupo con alimento a demanda. Para el modelo de cancer metastasico avanzado, a los ratones se les inyect6 por via
intravenosa células de neuroblastoma murino (Neuro-2a) y se permitié que la propagacién durante 9 dias antes de
iniciar la quimioterapia. Para analizar el efecto de la ICP en combinaciéon con la terapia estandar en un modelo
metastasico de neuroblastoma, el ayuno se combind con un céctel de dosis altas de quimioterapia, basado en el
ampliamente utilizado para tratar esta neoplasia en nifios (DXR 10 mg/kg + Cisplatino, CDDP, 8
mg/kg). Sorprendentemente, mientras que todos los ratones tratados con el céctel de quimioterapia combinado con
una dieta a demanda murieron el dia 75, el 25 % de los ratones que ayunaron en combinacion con el coctel de
quimioterapia lograron una supervivencia a largo plazo (mas de 300 dias) (Fig. 27). Para analizar si muchos ciclos
de ayuno (ICP) pueden ser eficaces para retrasar el avance del neuroblastoma sin quimioterapia, pero también para
analizar su efecto en un modelo tumoral humano, se realizaron 5 ciclos de ayuno en ratones lampifios
inmunocomprometidos inyectados por via subcutdnea con células de neuroblastoma ACN humano (Fig.
29). Después de 36 dias, 5 ciclos de ayuno pudieron limitar el tamafio del tumor a la mitad del alcanzado en ratones
alimentados normalmente (Fig. 29).

Para el modelo de ayuno in vitro, las células cancerosas se incubaron en medios que contenian suero extraido de
ratones alimentados a demanda o en ayunas durante 48 horas. De acuerdo con los resultados en ratones, las
células de cancer de mama (4T1) cultivadas en medio complementado con suero de ratones en ayunas se
sensibilizaron tanto a DXR como a CP en comparaciéon con el efecto de la incubacion en suero de ratones
alimentados a demanda (figura 30). Debido a que la reduccion pronunciada de glucosa y factor de crecimiento (por
ejemplo, la reduccion del 75% en el factor de crecimiento IGF-I) son dos respuestas extracelulares clave al ayuno,
las células se incubaron en diferentes concentraciones de glucosa y suero basadas en mediciones de glucemia de
ratones alimentados normalmente y en ayunas (Fig. 31), es decir, incubacién en niveles bajos de glucosa (0,5 g/l)
con niveles bajos de suero (SBF al 1%), o niveles normales de glucosa (1,0 y 2, 0 g/l para lineas celulares humanas
y murinas, respectivamente) con suero normal (SBF al 10%) durante 24 horas antes y también durante el
tratamiento con farmaco (Fig. 32). De acuerdo con los estudios in vivo, la restriccion de glucosa y suero sensibilizé a
15 de las 17 lineas de células de cancer diferentes, incluyendo las células de melanoma murino (B16), glioma
(GL26) y cancer de mama (4T1), a DXR y/o CP (Figs. 32-34). Ademas, la reduccién solo de glucosa o suero también
potenci6 la toxicidad a DXR y/o CP para las células cancerosas, pero no fue tan eficaz como la combinacion de
ambas (Figuras 33, 34). De los muchos factores de crecimiento implicados en RED (la resistencia al estrés
diferencial) dependiente de ayuno, se informé previamente que la reduccion del IGF-I es un cambio clave, y que la
infusién de IGF-I puede invertir la proteccién de los ratones a la quimioterapia. Aqui se muestra que el tratamiento
con IGF-I de las células 4T1 y B16 también invierte la sensibilizacion de las células cancerosas a DXR causada por
la restriccion de glucosa, lo que sugiere que la ICP sensibiliza a las células cancerosas, en parte, reduciendo el IGF-I
(Fig. 35).

Para determinar los mecanismos responsables de esta sensibilizacién dependiente de ICP, se estudié el efecto del
nivel bajo de glucosa sobre las roturas de ADN mono y bicatenario en células cancerosas expuestas a quimioterapia
mediante el ensayo cometario. La glucosa, que es la principal fuente de energia de los metazoos, es particularmente
importante para las células neoplasicas, un fendmeno conocido como el efecto Warburg, y la glucemia elevada
promueve un mayor crecimiento del cancer. La reduccién de glucosa de la alimentacién a demanda (2,0 g/l) a la
alcanzada después del ayuno (0,5 g/l) en combinacion con una baja condicion de suero (SBF al 1 %), para imitar
también la reduccion dependiente de ayuno en factores de crecimiento sanguineo y proteinas, aumenté el dafio al
ADN mas que la quimioterapia sola, y la combinacién de 0,5 g/l de glucosa y quimioterapia promovié un incremento
notable de 20 veces en el dafio del ADN en células de cdncer de mama 4T1 (Figura 36A) y células de melanoma
B16 (Figura 36B) El efecto de la glucosa reducida fue en cambio aditivo con el de la doxorrubicina en el tratamiento
de las células de glioma GL26 (Fig. 36C).

Para obtener una visién imparcial de los cambios en la expresidn génica que se producen en las células cancerosas
en respuesta al ayuno, se realizaron andlisis hologenémicos de micromatriz en el corazén, musculo, higado y masa
tumoral de céncer de mama 4T1 subcutaneo de ratones que ayunaron durante 48 horas o se alimentaron con una
dieta a demanda. El analisis de micromatriz indica claramente que el ayuno regula diferencialmente genes
implicados en la proliferaciéon celular (Fig. 37). Ademas, se encontré que la expresién de los componentes de la
traduccion y los genes de ensamblaje/biogénesis de ribosomas aumentaban significativamente en el cancer de
mama autoinjertado (4T1), mientras que en tejidos normales estaban reprimidos o minimamente afectados (Fig.
38). De acuerdo con este aumento en los componentes de la traduccion, la fosforilacion de Akt y S6K fue elevada y
la fosforilacion de elF2a se redujo en células cancerosas previamente privadas en tumores autoinjertados (Fig. 39A),
y también in vitro, particularmente en combinacién con tratamiento de CP (Fig. 39B). Sin embargo, a pesar de esta
activacion dependiente de inanicion de los mecanismos de traduccion, la duplicacién de las células cancerosas se
redujo enormemente in vitro (figura 40), lo que concuerda con el retraso del avance tumoral mediante el ayuno in
vivo (Figs. 36, 37). La traduccion esta estrechamente relacionada con el avance del ciclo celular y el crecimiento
celular, y es un proceso costoso que puede consumir de 50 a aprox. 75 % de la energia celular en las células que se
dividen rapidamente. Es posible que el tumor 4T1 intente compensar la falta de nutrientes necesarios para el
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crecimiento aumentando la traduccion y, como resultado, consuma incluso mas energia lo que conduce a la muerte
celular.

Dado que se sabe que el factor de transcripcion de resistencia al estrés FOXO3a se inactiva por AKT, el efecto del
ayuno en su expresion se analizé en masas tumorales de cancer de mama 4T1 y en tejido normal. Se encontré que
FOXO3a se regulaba diferencialmente en respuesta al ayuno. Su expresién fue significativamente reprimida en los
tumores, pero inducida en érganos normales (Fig. 41). También se determiné el efecto del ayuno sobre otro factor
principal de transcripcion de respuesta al estrés, el factor nuclear kappa B (NFkB), en el tumor de mama
autoinjertado (4T1). La RT-PCR mostré expresion diferencial de NFKB por ayuno: su expresion se reprimio en gran
medida en los tumores, pero se indujo en gran medida en los 6rganos normales (Fig. 41). Entre los genes
protectores cuya expresion es inducida por NFkB, la hemoxigenasa-1 (HO-1) es una enzima evolutivamente
conservada que es muy inducible en respuesta a diversos estimulos, incluidos los rayos UVA y el estrés
oxidativo. Se encontré6 que el ayuno también reprimia la expresion de HO-1 en los tumores, pero causaba un
aumento importante en su expresion en 6rganos normales, en consonancia con los de FOXO3a y NFkB (Fig.
41). Prueba de la t de Student; * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.

Debido a que tanto FOXO3a como NFkB reducen el estrés oxidativo a través de HO-1 y MnSOD, el nivel de
especies reactivas del oxigeno (ROS, siglas del inglés reactive oxygen species) se midié utilizando oxidaciéon de
dihidroetidio (DHE) en células 4T1 como una forma de estimar los niveles de superdxido en condiciones estandar y
de ICP después del tratamiento con CP (Figuras 42, 43). Después de ayuno/quimioterapia, en las células
cancerosas se detectaron niveles mas altos de oxidacion de DHE, lo que sugiere aumento del estrés oxidativo y
posiblemente de niveles de superoxido. Ademas, se encontrd que los niveles de caspasa-3 aumentaron solo en los
tumores aloinjertados después de ICP, pero no en los érganos normales tanto in vivo (Fig. 44A) como in vitro (Fig.
44B), de acuerdo con el efecto de los oxidantes en la promocién de la apoptosis y con el papel de HO-1 en la
inhibicion de la actividad de la caspasa-3. Se ha sugerido que la apoptosis inducida por la restriccion de glucosa en
las células cancerosas también se promueve por la autofagia. La restriccion de glucosa en la incubacion con niveles
bajos de suero aumentod la autofagia en células 4T1 (Fig. 45) pero la inhibicion de la autofagia por cloroquina
incrementd adicionalmente la muerte celular lo que indica que un nivel bajo de glucosa no promueve la muerte
celular por una muerte celular dependiente de autofagia (Figura 46).

Para confirmar el papel de HO-1 en la sensibilizacién dependiente de ayuno a la quimioterapia, se indujo la
expresion de HO-1 durante el ayuno utilizando hemina y se encontré que la sensibilizacién podia invertirse
parcialmente (Figuras 47, 48). Por el contrario, la protoporfirina de cinc (ZnPP), un inhibidor de HO-1, sensibilizé a
las células cancerosas a la quimioterapia (Figuras 49, 50). En conjunto, estos estudios indican que la expresion
reducida de HO-1 es parte del mecanismo responsable de la sensibilizacion dependiente de ayuno de las células de
cancer de mama 4T1.

En resumen, se demostré que las disminuciones importantes en glucosa, IGF-l y posiblemente muchos otros
cambios que se sabe que se producen en respuesta a la inanicidn/ayuno en cultivo celular y en ratones, dan como
resultado un retraso del crecimiento y un aumento importante en la muerte celular en una amplia gama de células
tumorales (Fig. 51), particularmente en combinacién con quimioterapia. Estos resultados sugieren que multiples
ciclos de ayuno tienen el potencial de proporcionar al paciente tanto proteccion como efectos de sensibilizacion al
cancer en la terapia del cancer.

Métodos
Cultivo celular

Se adquirieron células de cancer de mama murino 4T1-luc en SibTech (Brookfield, CT). Las células de melanoma
murino B16-fluc las proporciond Noah Craft (UCLA). Las células de glioma murino GL26 y de glioblastoma humano
U87-MG las proporcion6 Thomas Chen (USC). Las células de cancer de préstata humano PC3 y 22RV1 las
proporcioné Pinchas Cohen (UCLA). Las células de cancer de mama humano MCF-7 y C42B y las células de cancer
de cuello uterino humano Hela las proporciond Amy Lee (USC). Las células de cancer de colon humano LOVO las
proporcion6 Darryl Shibata (USC). Las células de neuroblastoma murino Neuro-2a y NXS2 y de ACN humano y SH-
SY5Y, de carcinoma ovarico humano OVCAR, de melanoma humano MZ-MEL y de carcinoma epidermoide A431 se
cultivaron rutinariamente en el Laboratorio de Oncologia del Instituto Gaslini. Las células 4T1 se transfectaron de
forma estable con LC3-GFP, que fue un obsequio amable de Jae Jung de la USC, para estudios de autofagia. Todas
las células se mantuvieron rutinariamente en DMEM, SBF al 10 % a 37 °C, CO2 al 5%. Para inhibir la autofagia las
células se trataron con cloroquina (CQ) 5 uM durante 48 horas durante la ICP in vitro. Para modular la actividad de
HO-1, las células 4T1 se trataron con hemina 10 yM (Sigma) o protoporfirina de cinc (ZnPP; Sigma) 20 uM durante
24 horas antes del tratamiento de quimioterapia y 24 horas durante el tratamiento de quimioterapia.
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Quimioterapia

Se utilizé doxorrubicina (DXR, Bedford Laboratories, Estados Unidos) y ciclofosfamida (PC; Baxter, Estados Unidos)
in vitro e in vivo.

La quimioterapia se realizé in vitro tratando las células durante 24 horas en un medio que contenia farmacos
quimioterapéuticos. Se determinaron las dosis 6ptimas de farmaco para cada linea celular individual. Para los
estudios in vivo, se inyectd DXR por via intravenosa a través de la vena lateral de la cola, y se inyecté CP por via
intraperitoneal.

Modelos de cancer de ratéon

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con los procedimientos aprobados por el comité
institucional de cuidado y uso de animales de la Universidad del Sur de California, y por el comité de ética y licencias
del Instituto Nacional de Investigacién del Cancer, Génova, Italia, y por Ministerio de Salud italiano. Para establecer
un modelo de cancer subcutaneo de ratén, ratones hembra BALB/c de 12 semanas de vida, ratones macho y
hembra C57BL/6 de 12 semanas de vida y ratones lampifios de 7 semanas de vida recibieron inyeccion de células
de cancer de mama 4T1, células de melanoma B16, células de glioma GL26 y células de neuroblastoma humano
ACN, respectivamente. Para los modelos de cancer metastasico de ratén, ratones hembra BALB/c de 12 semanas
de vida y ratones macho y hembra C57BL/6 de 12 semanas de vida, recibieron inyeccién intravenosa a través de
vena lateral de la cola de 2x10° células 4T1, B16, GL26, respectivamente,sy ratones hembra A/J de 6 semanas de
vida recibieron inyeccion a través de la vena lateral de la cola de 2x10° células NXS2 y 1x10° células Neuro-
2a. Antes de la inyeccion, se recogieron células en fase de crecimiento logaritmico y se suspendieron en PBS a
2x10° células/ml, y se inyectaron 100 ul (2x105 células/raton) por via subcutanea en la regién lumbar o por via
intravenosa a través de la vena lateral de la cola. Las células de ACN y Neuro-2a se suspendieron en PBS a una
densidad de 5x10’ y 1x10 células/ml, y se inyectaron 100 ul (5x106 células de ACN/raton y 1x10° células Neuro-2a /
ratén) por via subcutanea en la region lumbar o por via intravenosa a través de la vena lateral de la cola. Todos los
ratones se afeitaron antes de la inyeccion tumoral subcutanea, y se calentaron suavemente antes de las inyecciones
intravenosas para dilatar las venas. Los pesos corporales se determinaron periédicamente y el tamafio del tumor se
midi6é con un calibre Vernier digital. El volumen tumoral se calculé utilizando la siguiente ecuacién: volumen tumoral

(mm3) = (longitud x anchura x altura) x 1t/ 6, donde la longitud, la anchura y la altura son en mm.
Ayuno in vitro

El ayuno celular se realizé por restriccion de glucosa y/o suero que se basé en mediciones de glucemia en ratones
en ayunas y normalmente alimentados; el nivel inferior se aproxima a 0,5 g/l y el nivel superior a 2,0 g/l. Para las
lineas celulares humanas, un nivel normal de glucosa se consideré6 como 1,0 g/l. Las células se lavaron dos veces
con PBS antes de cambiar a medio de ayuno.

Ayuno in vivo

Los animales se sometieron a ayuno durante un total de 48-60 horas por restriccion completa de alimento, pero con
libre acceso a agua. Los ratones se alojaron individualmente en una jaula nueva y limpia para reducir el canibalismo,
la coprofagia y el pienso residual. El peso corporal se midié inmediatamente antes y después del ayuno.

Ensayos in vitro

La citotoxicidad se midi6 por la capacidad de reducir el bromuro de metiltiazolildifenil tetrazolio (MTT). Resumiendo,
se preparé MTT a 5 mg/ml en PBS, para los ensayos, se diluyé a una concentracion final de 0,5 mg/ml y se incubo
durante aprox. 3 a 4 horas a 37 °C. Los cristales de formazan se disolvieron durante la noche (16 horas) a 37 °C con
tampon de lisis yl (SDS 15 % (p/v), dimetilformamida al 50 % (v/v), pH 4,7). La supervivencia se presentd como
porcentaje de nivel de reduccion de MTT de las células tratadas con respecto a las células control. La absorbancia
se leydé a 570 nm utilizando un lector de microplaca SpectraMax 250 (Molecular Devices) y el programa informatico
SoftMax Pro 3.0 (Molecular Devices).

Los niveles de superéxido se estimaron utilizando la oxidacién del colorante fluorescente, DHE (dihidroetidina;
Invitrogen, Estados Unidos). Las células se cultivaron en portaobjetos, se trataron y se lavaron dos veces con PBS
antes de la incubacion con DHE (10 uM; en DMSO al 0,1 %) durante 30 minutos.

Ensayo de inmunotransferencia
Las células se aclararon una vez en PBS enfriado con hielo y se recogieron en tampén de lisis RIPA que contenia
inhibidores de proteasa (Roche) y un coctel de inhibidores de fosfatasa (Sigma). Los tejidos tumorales se

homogeneizaron en tampdn de lisis RIPA complementado con los mismos inhibidores de proteasa y fosfatasa. Las
proteinas de los lisados totales se resolvieron mediante SDS-PAGE al 8-12% y se analizaron mediante
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inmunotransferencia utilizando anticuerpos para GAPDH, Akt y fosfo-Serd473 Akt, p70 S6 quinasa y fosfo-Thr389 p70
S6 quinasa, elF2a y fosfo-Ser51 elF2a, 1:1000-2000, Cell Signaling Technology).

Protocolo de ensayo Cometa

Las células se diluyeron a 10% ml en medio de cultivo (DMEM/F12 SBF al 10 %), y se trataron con DXR 50 uM
durante 1 hora a 37 °C. Después, las células se lavaron una vez con PBS enfriado con hielo y se sometieron a
ensayo Cometa (Trevigen, Inc, Gaithersburg, MD) de acuerdo con el procedimiento recomendado por el
fabricante. Las imagenes de Comet se adquirieron con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE300 y se
analizaron con el programa informatico Comet Score (TriTek Corp., verl.5). Se contaron 100-300 células de cada
genotipo/grupo de tratamiento.

Extraccion de sangre y mediciones de glucosa

Los ratones se anestesiaron con isoflurano inhalado al 2% y la sangre se extrajo por puncién cardiaca del ventriculo
izquierdo. La sangre se recogio en tubos recubiertos con K, - EDTA para procesar suero (BD, Estados Unidos). La
glucemia se midio utilizando el sistema de control de glucemia Precision Xtra (Abbott Laboratories, Estados Unidos).

Analisis de micromatrices

El ARN se aislé de los tejidos de acuerdo con los procedimientos descritos por el fabricante utilizando el kit RNeasy
de Qiagen (n° de catalogo 74106). Después, el ARN se hibridé con microplacas BD-202-0202 de llluminaBeadchips
(San Diego, CA). Los datos sin procesar se sometieron a normalizacién Z tal como se describié anteriormente. El
andlisis significativo parametrizado se finaliza de acuerdo con el protocolo SAM con el filtrado ANOVA (ANOVA p
<0,05). Los genes significativos se seleccionan para cada comparacion por pares. El enriquecimiento del conjunto de
genes se analizd utilizando el método PAGE como se describid previamente. Las figuras se seleccionaron
basandose en los nombres y descripciones proporcionados por Gene Ontology Database y Pathway Data
Set. Adicionalmente, el sistema de andlisis Pathway Ingenuity (Ingenuity Systems, Redwood City, CA) realiza el
analisis génico de la relacion regular y la ruta canonica.

PCR en tiempo real

El ARN se aislo6 de los tejidos de acuerdo con los procedimientos descritos por el fabricante utilizando el kit RNeasy
de Qiagen (n° de catalogo 74106).El ADNc se sintetizé usando el kit de transcripcion inversa de ADNc de alta
capacidad (AB Applied Biosystems n° de catalogo 4368814) y se realizé una RT-PCR utilizando la mezcla maestra
SYBR Green de PCR (AB Applied Biosystems cat n°® 4309159). EI gen GAPDH se utiliz6 como gen calibrador. Cada
tratamiento analizado se realizé con tres repeticiones bioldgicas y se utilizaron al menos tres reacciones para

. . e . . -AACP
calcular la expresion. La relacién de la expresion se calcul6 de acuerdo con el método 2 .
Experimento 4

Para validar un régimen dietético para pacientes con cancer sometidos a quimioterapia se analizaron diversas
formulaciones dietéticas en modelos de raton. El criterio de valoracién diana es obtener una reduccion en la glucosa
y/lo IGF-1 en suero del 20-75 %, que ha demostrado ser eficaz en la proteccion del hospedador y en la
sensibilizacion de una amplia variedad de células cancerosas. Las formulaciones se seleccionan para proporcionar
un nivel de nutrientes suficiente para mantener el peso corporal normal. Se controla la ingesta diaria de alimentos, el
peso corporal y la salud general (comportamiento y aspecto fisico). Al final de cada programa de alimentacion, se
extrae sangre para determinar la glucosa y el IGF-1. Se ha descubierto que si durante 5 dias (Figura 52) se alimenta
con una dieta deficiente en aminoacidos especificos (AA-D) pero con calorias totales normales, se reduce
significativamente el IGF-1 (Figura 52) y la glucosa (Figura 54A) en suero. Este efecto beneficioso se incrementa si
se utiliza en un paradigma de realimentacion (Figuras 53 y 54B) donde la inanicidon a corto plazo es seguida de la
formulacion AA-D.

Un régimen de dieta que consiste de 2 dias con una dieta muy baja en calorias (MBC, 6% de la ingesta calérica
normal) seguido de 1 dia con una formulacion deficiente en aminoacidos (AA) reduce los niveles de IGF-1 en suero
significativamente mas que la inanicion a corto plazo (ICP) (Fig. 55A). Ademas, este régimen de dieta protegio a los
ratones del farmaco quimioterapéutico, doxorrubicina (DXR) (Fig. 55B). En este caso, después de 2 dias de dieta
MBC, al inicio de la re-alimentacion, se inyecta DXR con la formulacion deficiente en aminoacidos (AA).

Se determin6é que una formulacién de VegeGel baja en calorias (equivalente a 5 porciones recomendadas de
verduras) reducia la glucosa y el IGF-1 se inyecta DXR de manera similar a la inanicion a corto plazo (ICP) (Figs. 56
A y B). Ademas, se demostré que una dieta cetogénica restringida en calorias (90% de calorias procedentes de
grasa) durante 3 dias reduce el IGF-1 y la glucosa en suero (Figs. 6A y B, triangulos verdes). Es importante destacar
que 1 dia de esta dieta cetogénica seguido de 2 dias con la formulaciéon de VegeGel, muestra un efecto beneficioso
en la reduccion de glucosa e IGF-| sobre la dieta cetogénica sola (Figura 57 A 'y B, cuadrados rojos).
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Aunque anteriormente se describen ejemplos de realizaciones, no se pretende que estas realizaciones describan
todas las formas posibles de la invencién. Por el contrario, las palabras utilizadas en la memoria descriptiva son
palabras descriptivas y no limitativas, y se entiende que se pueden realizar diversos cambios sin apartarse del
alcance de la invencion. Adicionalmente, las caracteristicas de diversas realizaciones de implementacién pueden
combinarse para formar realizaciones adicionales de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un envase de comida terapéutica para su uso para proporcionar comidas a un paciente con cancer, que retrasa el
crecimiento del cancer y mejora la eficacia de los farmacos quimioterapéuticos, comprendiendo el envase de comida
terapéutica:

un primer componente de comida dividido en comidas, que proporciona al paciente con cancer como maximo el
50% de la ingesta calérica normal del paciente, proporcionando el primer componente de comida, al paciente con
cancer, de 700 a 1200 kcal/dia, procediendo de la grasa al menos el 50% de las kilocalorias, proporcionando el
primer componente de comida, comidas durante un primer periodo de tiempo predeterminado de
aproximadamente 1 a 5 dias;

un segundo componente de comida dividido en comidas, proporcionando el primer componente de comida al
paciente con cancer, como maximo 500 kcal/dia, proporcionando el segundo componente de comida, comidas
durante un segundo periodo de tiempo predeterminado de aproximadamente 2 a 7 dias; y

una composicion reponedora que comprende aminoacidos esenciales y otros aminoacidos no esenciales, acidos
grasos esenciales, minerales, vitaminas y/o extractos de verduras, durante un tercer periodo de tiempo
predeterminado.

2. El envase de comida terapéutica para el uso de la reivindicacién 1, en el que cada uno del primer componente de
comida y del segundo componente de comida incluye independientemente un componente seleccionado del grupo
que consiste en extractos de verduras, minerales, acidos grasos esenciales omega-3/6 y combinaciones de los
mismos.

3. El envase de comida terapéutica para el uso de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que cada uno del
primer componente de comida y del segundo componente de comida incluye independientemente extractos de
verduras de fuentes seleccionadas del grupo que consiste en col china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria,
calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y remolacha.

4. El envase de comida terapéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que cada uno del
primer componente de comida y del segundo componente de comida incluye independientemente &cidos grasos
esenciales omega-3/6 de fuentes seleccionadas del grupo que consiste en salmon, atun, caballa y anchoa.

5. El envase de comida terapéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el tercer
periodo de tiempo predeterminado es de al menos 5 dias.

6. El envase de comida terapéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la
composicion reponedora incluye extractos de verduras de fuentes seleccionadas del grupo que consiste en col
china, col rizada, lechuga, esparrago, zanahoria, calabaza, alfalfa, guisantes verdes, tomate, repollo, coliflor y
remolacha.

7. El envase de comida terapéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la
composicion reponedora incluye acidos grasos esenciales omega-3/6.

8. El envase de comida terapéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la composicién
reponedora incluye aminoacidos no esenciales seleccionados del grupo que consiste en histidina, serina, taurina,
tirosina, cisteina, glutamina y combinaciones de los mismos.

9. El envase de comida terapéutica para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la composicién
reponedora incluye un comprimido multimineral que incluye hierro, cinc, cobre, magnesio y calcio.

10. El envase de comida terapéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el
comprimido multimineral incluye un complejo de vitamina B que tiene vitamina B12.

11. El envase de comida terapéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el primer
componente de comida proporciona a un paciente aproximadamente 1100 kcal/dia.

12. El envase de comida terapéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el primer
componente de comida proporciona a una paciente aproximadamente 900 kcal/dia.

13. El envase de comida terapéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende

ademas instrucciones para administrar al paciente con cancer el primer componente de comida y el segundo
componente de comida.
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Resumen: Todos los pacientes
Ayuno (46 ciclos) frente a no ayuno (18 ciclos)
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Grado de CTC
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Grado de CTC
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