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fl. RESUMEN

El cisplatino representa uno de los farmacos mas importantes en el
tratamiento del cancer. Sin embargo, los tratamientos clinicos son restringidos por
sus serios efectos secundarios. Existen estudios que se han enfocado a la
busqueda de nuevos farmacos capaces de potenciar su efecto antiproliferaivo sin
tncrementar sus efectos colaterales, los resultados no han sido exitosos. En este
trabajo se investigd la capacidad del antiprogestageno, mifepristona (MF), para
modular el efecto citotoxico del cisplatino en células Hela. El efecto se determind
midiendo la viabilidad celular empleando un ensayo basado en la biorreduccion de
las sales de tetrazolium por células metabolicamente activas, ademas se evalué la
concentracién intracelular del cisplatino utilizando un método de cromatografia de
liquidos de alta resoluciéon (HPLC) previamente validado, y por ultimo se determind
la participacion de la proteina antiapoptotica Bel-2. Los resultados demostraron que
la combinaciéon de mifepristona con cisplatino produce un efecto antiproliferativo
sinergistico y que dicho efecto puede estar mediado al menos parcialmente por un

incremento en la concentracion intracelular del cisplatino, asi como por la

disminucidon en la expresion de la proteina antiapoptotica Bcl-2. Estos datos

sugieren que mifepristona puede ser un excelente candidato para ser probado en

combinacién con otros farmacos antineoplasicos.

TESIS MNN

R N

FALLA DE uniGEN 3




fli. INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CaCU) es un problema de salud importante
en paises subdesarrollados. La incidencia y mortalidad por cancer de cérvix en
los Estados Unidos y otros paises desarrollados han disminuido notablemente, sin
embargo en paises en vias de desarrollo han tendido a incrementarse'2,

Estudios epidemiologicos acerca del CaCU han demostrado que es una
enfermedad que se comporta como una enfermedad de transmision sexual,
infecciones virales, anticonceptivos. Un factor adicional es la infeccién por un virus
conocido con el nombre de Virus del Papiloma Humano (VPH).

Los tipos virales que se encuentran con mayor frecuencia son el 6, 11,
16, 18, 31, 33 y 35. De estos los mas asociados a neoplasia maligna son el VPH
16 y VPH 18. El tipo 16 es el responsable de aproximadamente un 50% de las
infecciones en CaCU, mientras que el VPH 18 alcanza un 18-20%%%.

Por otro, lado uno de los principales problemas en la quimioterapia det
cancer cérvico-uterino es la resistencia a multiples farmacos (MDR, del inglés multi
drug resistance), este es un fenomeno experimental bien estudiado y juega un
papel muy importante en el desarrollo de la resistencia clinica a ciertos agentes
antineoplasicos. Varios mecanismos de resistencia se han caracterizado a nivel
celular, entre estos se encuentran los denominados MDR-PGP (involucrando una
proteina de membrana denominada PGP) y los no relacionados, los cuales estan
asociados con alteraciones en el metabolismo celular, con la disminucién en la
inactivacion de farmacos, o bien con mecanismos de reparacion de las lesiones
inducidas por el farmaco.

La PGP transporta de manera activa una amplia variedad de farmacos
citotoxicos fuera de la ceélulas tumorales, esto illeva a una disminucion en la
acumulacion del farmaco otorgando proteccion del efecto citotoxico del tratamiento
al tumor®.

ta alteracibn en el contenido de glutation celular y sus enzimas
asociadas representan otro de los sistemas metabdlicos que pueden disminuir la
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activacion de ciertos farmacos. Algunos de estos mecanismos pueden contribuir o
participar en el desarrollo de la resistencia en la quimioterapia antineoplasica en
una gran cantidad de canceres incluyendo el CaCU.

Dentro de la quimioterapia se han venido utilizando una gran variedad
de agentes hormonales entre los cuales se encuentran los antiprogestagenos
como la mifepristona (MF). La MF es un potente antagonista competitivo de la
unién tanto de la progesterona como de los glucocorticoides a sus receptores
respectivos. En presencia de progestagenos, la MF actiia como antagonista
competitivo de los receptores, pero es un agonista parcial con actividad débil
cuando se administra sola®. Ademas, ha demostrado ser un farmaco con actividad

antineoplasica en lineas celulares de roedores con resistencia farmacoldgica

inhibiendo !a funcién de la PGP.

La MF interacciona también en lineas celulares de leucemias mieloides
(CD34). Se ha reportado que MF incrementa la concentracién intracelular de
doxorrubicina en leucemias mieloides. En células de carcinoma epitelial ovarico
expuestas a Mf se ha observado un efecto antiproliferativo provocando un arresto

de las mismas en las fases Go/G; del ciclo celular reduciendo el numero de

células en la fase S. MF es un inhibidor del! receptor de progesterona que ha
demostrado tener actividad en contra de células de cancer ovarico en lineas in
vitro”.

Por otra parte, e! cisplatino y sus derivados representan uno de los
grupos de farmacos mas importantes en el tratamiento de! cancer. En combinacion
con otras sustancias, consiguen la curacidn de pacientes con tumores testiculares
y cancer ovarico y desempeiia un papel central en el tratamiento de cancer de
pulmoén y CaCus®,

Los mecanismos de resistencia que presenta el cisplatino se
consideran como procesos multifactoriales, dentro de los cuales estan: la

disminucion del contenido intracelular, incremento del contenido intracelular de
glutation y de la metalotioneina (MT) los cuales se unen al cisplatino impidiendo la

formacion de aductos del platino®.
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IV. MARCO TEORICO

Generalidades de Cancer

E! cancer surge cuando las ceélulas de alguna parte del cuerpo
comienzan a crecer sin control. Aunque existen muchos tipos de cancer, todos
comienzan debido al crecimiento sin control y sin orden de las células anormales.

Debido a que las células cancerosas continuan creciendo vy
dividiéndose, son diferentes de las células normales. En lugar de morir, viven mas
tiempo que las células normales y contindan formando nuevas células anormales.
Las células cancerosas a menudo viajan a otras partes del cuerpo donde
comienzan a crecer y a reemplazar el tejido normal. Este proceso llamado
metastasis, ocurre a medida gque las células cancerosas entran al torrente
sanguineo o a los vasos linfaticos de su cuerpo.

Las ceélulas cancerosas surgen como consecuencia de dafios en el
ADN (acido desoxirribonucleico). Esta sustancia se encuentra en todas las células
y dirige sus funciones. En las ceélulas normales cuando el ADN se dafa el
organismo es capaz de reparar dicho dafo. En las células cancerosas el ADN no
se repara, las personas pueden heredar el ADN dafado, que es responsable de
los tipos de cancer hereditarios'®.

Podemos decir que el cancer es la consecuencia de unas anomalias
genéticas-proteinicas que dan lugar a unas células transformadas, caracterizadas
por aberraciones en su diferenciacion, un aumento en su proliferacion y en su
supervivencia, y una capacidad de invadir y metastatizar.

Posteriormente aparecidé Paracelso, que modificd la teoria de la
carcinogénesis afirmd que los tumores se producian por acumulacion de agentes
exogenos en el organismo. Los datos epidemiologicos demuestran que la mayor
parte de los canceres humanos (del 50 al 80%) se deben a factores exdgenos
potencialmente previsibles y que los factores genéticos desempenan un papel
poco importante. Las causas conocidas del cancer en el ser humano son: agentes
quimicos, radiaciéon, agentes fisicos, virus, ciertas infecciones bacterianas y
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parasitarias, y el estrés oxidativo enddgeno, capaz de generar formas muy
reactivas del oxigeno'*.

En situaciones fisioldgicas, el organismo es capaz de mantener un
equilibrio acorde con las necesidades de cada momento, mediante el cual se
regula el estado de diferenciacién de cada célula, su tasa de proliferacion, su
tiempo de supervivencia y su territorialidad. Dado que el cancer es la
consecuencia final del desequilibrio de alguno de estos mecanismos
fundamentales de la célula, el estudio de la cinética tumoral debe partir del

correcto conocimiento del desarrollo normal.

Ciclo celular

A lo largo de su vida, toda célula pasa por tres estadios: la posibilidad
de proliferar continuamente, el mantenimiento sin nuevas divisiones y su muerte
final mediante el proceso de la apoptosis.

El mecanismo de proliferacion tiene lugar mediante un sistema de
etapas acopladas, que se denomina “el ciclo celular”. Tras un periodo de reposo,
designado como Go, la célula entra en la etapa G,, donde se realiza la sintesis de
proteinas necesarias para la duplicacion del ADN, o fase S, que sera el suceso
siguiente.

Después de esto, se precisa de un nuevo intervaio de produccién de
proteinas, que se lleva a cabo en la fase Gz. Finalmente, se produce la division del
material genético, en la fase M o mitosis, del que resultaran las nuevas células',

Es decir, el ciclo celular es el perfecto acoplamiento de un conjunto de
compartimientos fisiolégicos de la célula: crecimiento y funciones de diferenciacion
(G1), duplicacion de un genoma idéntico (S, G2, M), y realizacion de procesos

especializados y de memoria (Go) (fig.1)

TESIS MOWN
FALLA DE UiiGEN 7




G1
ISINTESIS DE

G2
1SINTESIS DE
PROTEINAS)

PROTEINAS)

Go
(REFPOSO
CELULAR)

\ﬁnuuvo DE

5
{SINTESIS DE ADN)
CONTROL

Figura 1. Esquema que representa las fases del ciclo celular. En la fase G, la célula se prepara para
Ia sintesis del ADN, en la fase S se lleva a cabo la sintesis del ADN. en la fase G; se detecta si se

coplio bien el ADN, y en la fase M se lleva a cabo la mitosis.
Mecanismos de proliferacién neoplasica

Una vez que se conoce cémo se produce el ciclo de la célula normal,
es mas facil comprender los mecanismos de proliferacion neoplasica. De hecho,
todo tumor no es Mmas que la consecuencia final de la alteracion de la regulacién del
ciclo celular en alguno de sus puntos:

1.- Puede existir una estimulacion excesiva de la proliferacion, si existe un aporte
andmalo de factores de crecimiento o una alteracidon de las multiples sefales
intracelulares.

2.- La alteracion de los mecanismos de control, mediada por la proteina de
producto del gen del retinoblastoma (Rb) o por la proteina p53, puede favorecer el
crecimiento celular desordenado y la posibilidad de una transforrmaciéon maligna.

3.- Cualquier desajuste en la formacidon o actuacion del complejo sistema de
ciclinas y cinasas podria tener como resultado ia formacién de una poblacion celular
cuantitativa o cualitativamente anomala'? (fig. 2).
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Figura 2. Secuencias de la proliferacion celular,

Los tumores malignos son cancerosos, las células cancerosas pueden
invadir y dafar tejidos y dérganos que estén cerca del tumor. Las ceélulas
cancerosas pueden también desprenderse de un tumor maligno y entrar en el
torrente de la sangre o en el sistema linfatico. Asi es como el cancer de cérvix
puede diseminarse a otras partes del cuerpo, como a los ganglios linfaticos, al
recto, a la vejiga, a los huesos de la columna vertebral o a los pulmones.

Cabe mencionar que los tumores son heterogéneos, es decir, estan
compuestos por sub-poblaciones celulares con diferentes propiedades biologicas.
Una consecuencia de este hecho es su particular tendencia a la metastatizacion,
que depende, no sélo del microambiente, sino de una sub-poblacidon especial de
células neoplasicas de caracteristicas agresivas'2.

E! termino tumor se aplicé para definir ia presencia de una masa

inflamatoria, siendo uno de los signos cardinales de la inflamacién, actualmente
tiene como sindnimo “neoplasia”, en el sentido de expresar la existencia de una

proliferacion celular excesiva y anormal de un tejido.
Caracteristicas de una célula tumoral

Incontrol: significa que no obedece a las leyes que modulan e! crecimiento de los
tejidos normales. Sin embargo, las neoplasias pueden estar muy organizadas




aunque de una forma totalmente autdnoma, sin relacion con la homeostasis

general del organismo.

Agresividad: bien por su propia presencia como “masa”, comprimiendo los tejidos
vecinos en el caso de los tumores benignos o destruyendo los tejidos en los que
asienta, como ocurre en el caso de los tumores malignos.

Sin final previsible: las neoplasias, en su mayoria, crecen indefinidamente hasta
que son destruidas por la radiacién o la quimioterapia, son extirpadas

quirgrgicamente o producen ia muerte del paciente.

Sin finalidad: aparentemente no tiene ninguna utilidad para el organismo; muy al
contrario, se comporta como un “pardsito” ya que se nutre a expensas del
organismo sin que él aporte nada a su funcionamiento normal.

Irreversibilidad: la regresidon espontanea de las neoplasias es la excepcion, ya
que la inmensa mayoria de ellas tienen un crecimiento progresivo e irreversible'.

Dicho de otro modo: en la célula normal esta reprimida la informacion
para adquirir resistencia. mientras que en la célula neoplasica el aumento de las
mutaciones favorece su expresion. Esta ultima puede manifestarse con cambios
gendémicos submicroscopicos o con cambios visibles, como son los cromosomas

dobles minusculos.
Muerte celular programada

En condiciones fisioldgicas las células estan expuestas a numerosos
mutagenos, incluyendo radiaciones, sustancias quimicas y virus. Cuando una
célula acumula varias mutaciones y comienza a experimentar transformaciéon
maligna, se ponen en marcha diversos mecanismos de control, entre los cuales




ocupa un lugar destacado la activacién de la muerte celular programada, conocida
como apoptosis.

El bloqueo de la apoptosis puede ser causado por la delecién del gen
que codifica para la proteina p53, tal como ocurre en la gran mayoria de los
tumores sélidos, por la expresién aumentada de factores inhibidores de la
apoptosis, como la proteina Bcl-2. E! oncogén Bcl-2 (B-cell lymphomal/leukemia-2
gene) es considerado como un supresor generalizado de la muerte celular.
Muchos tipos de células epiteliales y neuronas tienen la proteina Bcl-2 que se
localiza intracelularmente en la membrana mitocondrial, el nucleo y el reticulo
endoplasmico con actividad antiapoptotica’'>, Cuando esta sobreexpresada
disminuye la sensibilidad a farmacos citotéxicos

Dado que Ia proteina Bcl-2 parece blogquear principalmente Ila
apoptosis inducida por gama-radiacion y drogas quimioterapéuticas, se supone
comun para la muerte celular programada,

18,17

que interrumpe una via final
incrementando notablemente la resistencia a dafos en el ADN. El oncogen Bci-2
que es conocido como un miembro de ta familia antiapoptética. Se ha reportado
que aitos niveles de esta proteina inhiben la apoptosis inducida por cisplatino en
células Hela'®y altos niveles de esta proteina le confiere sensibilidad a cisplatino
en células de cancer de ovario'®.

En términos generales la apoptosis es un mecanismo que forma parte
de la vida de las células y componente de la diferenciacion celular y del desarrollo
de los organismos multicelulares, funcionando como un mMecanismo esencial dei
mantenimiento de! recambio celular en los tejidos de los organismos. Las células
mueren por apoptosis en el desarrollo embrionario durante la morfogénesis y en el
animal adulto durante el recambio de tejidos o al final de una respuesta inmune.

V. CANCER CERVICO UTERINO
El cancer cérvico uterino (CaCU) es la §® neoplasia mas frecuente en

todo el mundo, representando la causa mas comuin de mortalidad en mujeres de
paises en desarrollo. En México, el CaCU constituye ta primer causa de muerte,
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FALLA D onlGEN




caracterizada por una prevalencia del 22.5% con 41,326 casos y 21,554 muertes
de acuerdo al Registro Histopatoldgico de Neoplasias en México?°,

Se han identificado varios factores de riesgo en el desarrollo del CaCuU.
De las infecciones transmitidas sexualmente, el virus del papiloma humano (HPV),
es probablemente el factor etioldgico mas importante del riesgo del carcinoma
cervical®'. El ADN del virus se encuentra integrado en mas del 90% de las lesiones

invasoras?2.
Caracteristicas y deteccion del VPH

Una de las caracteristicas del VPH, es que para replicar se requiere de
células que estén en procesos de diferenciaciéon, por Io que su cultivo hasta el
momento es limitado. Por lo tanto, su diagnostico y tipificacion se basa en el
cultivo colposcopico, cambios citolégicos vistos en la prueba del papanicolaou

(células coilociticas)®?.

Tratamiento al cancer cervical

La seleccion del tratamiento para cancer cervicai depende del lugar y
tamario del tumor, de la extension de la enfermedad, la edad y salud en general de
la mujer, y de otros factores. La estadificacion (estadios, fases, o etapas de una
enfermedad) es un intento cuidadoso de descubrir si el cancer se ha diseminado y,
si es asi, cudles son las partes del cuerpo afectadas.

Existen varios métodos para el tratamiento de! cancer. Con mayor
frecuencia, el tratamiento para el cancer de cérvix incluye la cirugia y la
radioterapia. Algunas veces se usa la quimioterapia. Las pacientes son tratadas a

menudo por un equipo de especialistas®?.
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Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células
cancerosas. Con mas frecuencia, se usa cuando el cancer del cuellio del utero se
ha diseminado a otras partes del cuerpo. Puede utilizarse un solo farmaco o una
combinacién de farmacos.

Los farmacos anticancerosos usados para tratar el cancer cervical
pueden aplicarse por via intravenosa o pueden administrarse por via oral. En
cualquier caso, la quimioterapia es un tratamiento sistémico, lo cual significa que
los farmacos fluyen por el cuerpo en el torrente sanguineo.

La quimioterapia se administra en ciclos: un periodo de tratamiento
seguido de un periodo de recuperacion, iuego otro periodo de tratamiento y asi
sucesivamente. La mayoria de los pacientes reciben la quimioterapia como
pacientes ambulatorias (en el hospital, en el consultorio del médico o en casa),
dependiendo del tipo de farmacos administrados y de la salud general de la mujer;
sin embargo, ella podria necesitar permanecer en el hospital durante su
tratamiento.

Los efectos secundarios de la quimioterapia dependen principalmente
de los farmacos y de las dosis que reciba cada paciente. Ademas, como con otros
tipos de tratamiento, los efectos secundarios varian de persona a persona.

Generalmente, los farmacos contra el cancer afectan las células que se
dividen con rapidez. En estas se incluyen las células de ia sangre. Cuando las
células de la sangre son afectadas por los farmacos contra el cancer, las
pacientes tienen mas probabilidad de contraer infecciones??.

Existen una gran cantidad de farmacos antineoplasicos utilizados en et
CaCU dentro de los cuales se encuentran: metotrexato, etoposido, taxol,
doxorrubicina, cisplatino, derivados del cisplatino entre otros.
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CISPLATINO
Estructura del cisplatino

E! cisplatino, o cis-diaminodicloroplatino-1l (CDDP), es el prototipo de
los analogos del platino. Su potencial antineoplasico fue descubierto por
Rosenberg, en 1964, durante un experimento sobre los efectos de los campos

eléctricos en la division celular de (E. Coli).
El cisplatino es una molécula plana, neutra orientada en posicidn cis,
que consta de un atomo de platino unidos, mediante enlaces covalentes, a dos

atomos de cloro y a dos grupos amino (fig. 3).

CI\ /NH;,
/ Pt \

Cl NHa3

Figura 3. Estructura del cisplatino

La citotoxicidad de la molécula se relaciona con la orientacion de los
atomos de cloro, de forma que soélo el isobmero cis tiene actividad citotdxica en
bajas cantidades. LLos ensayos revelan una marcada toxicidad del isomero cis el

cual es mucho mayor anticancerigeno que el trans.
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Mecanismo de accion del cisplatino

El cisplatino como tal es inactivo. Tras atravesar la membrana
plasmatica, por difusion pasiva, se activa en el medio intracelular al ser sustituidos

los iones cloro por iones hidroxilo?® (fig. 4).

Ny — — HO"
NH, " = 1,0

Z N o' N on
Ny~ CL oy T et L g T
~ -— - —— —— OH
—— 1 T \\ "o N, 7/ ——on NH,

MMy~
NH, | OH

Figura 4. Hidroxilacién del ci ino. El ci: ino at d la ana plasmatica sustituyendo

sus iones cloro por iones hidroxilo para posteriormente formar aductos con el ADN.

Puede formar enlaces covalentes con una variedad de
macromoléculas incluyendo el ADN. Hay evidencias que implican al ADN como
blanco citotéxico del cisplatino. Por ejemplo, en un estudio inicial Rosenberg y
colegas demostraron que el cisplatino inhibe la division celular en una bacteria.
Esto sugiere que el cisplatino interfiere con la replicacion del ADN sin afectar al
ARN y la sintesis de proteinas. La citotoxicidad de la molécula acuosa es el
resultado de la formacion de puentes intracatenarios en el ADN2°,
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La cantidad de CDDP que se une ai ADN depende de su contenido en
guanina y citosina (el 60% de los eniaces se localizan en la posicion N-7 de la
guanina). Otro mecanismo es la formacion de enlaces intercatenarios, tales como
d(GpG)Pt, HAPG)Pt y d(GpNpG)Pt2%27, El resultado final es la alteracién de la
configuraciéon tridimensional del ADN, y la inhibicidbn de la replicacion y la
transcripcion del mismo. El CDDP también se une a diferentes proteinas
nucleares y citoplasmicas, pudiendo alterar el transporte transmembrana de
aminoacidos esenciales, la funcion del canal de calcio, la respiracion mitocondrial
y el transporte de fosfatos. El CDDP es un agente especifico de la fase S del ciclo

celular?8-29,

V. TIPOS DE RESISTENCIA A FARMACOS ANTINEOPLASICOS

En la resistencia farmacologica existen dos formas: la resistencia

adquirida, en el cual un farmaco inicialmente es benefico pero termina su eficacia
a través del tiempo y ia resistencia intrinseca, en el cual el farmaco es ineficaz
desde e! principio.

El tipo de resistencia farmacologica mas comunmente estudiada en los
ultimos afios es la resistencia con fenotipo MDR, la cual se puede presentar en
una variedad de compuestos que no tienen entre si analogias estructurales ni
funcionales. Este fenémeno suele ocurrir con farmacos naturales (antraciclinas,
alcaloides de la vinca, taxol, derivados del podofilio, mitomicina).

Un aspecto comun a todo tipo de MDR es la disminucion de la
acumulacion intracelular de los farmacos. Este fendmeno se normaliza cuando se
someten estas células a los antagonistas del caicio y de la calmoduiina.

Otro aspecto importante de la MDR es la presencia de ailtos niveles de
una proteina ilamada p-glicoproteina (PGP) de aproximadamente 170 Kda®7.
Fueron Juliano y Ling quienes en 1976 demostraron que una linea celular derivada
de un cancer ovarico de! hamster chino, que presentaba resistencia, incorporaba
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colchicina en menor cantidad que sus células progenitoras quimiosensibles, a la

vez que contenia una concentracién alta de aquelia proteina®®.

Datos experimentales sugieren que {a PGP actda como un
transportador activo dependiente de ATP. La PGP transporta de manera activa
una amplia variedad de farmacos citotoxicos fuera de las células tumorales, esto
lleva a una disminucion en la acumulaciéon de! farmaco otorgando proteccion del
efecto citotdxico del tratamiento al tumor.

Una gran mayoria de agentes antineoplasicos aistados de productos
naturales, como antraciclinas, epipodofilotoxinas y taxanos son sustratos para la
PGP?%?2 Diversos experimentos han demostrado que la PGP tiene capacidad
para fijar farmacos y que esta propiedad desempefa probablemente un papel en
la disminucion de la incorporacion celular de estos farmacos.

PGP funciona removiendo sustratos de la membrana plasmatica33. Se

localiza en la mayoria de los tejidos humanos: higado, intestino delgado y grueso,
pancreas, rifién, pulmén, glandulas suprarrenales, células hematopoyéticas,
mama, uUtero, prostata, piel, etc. Generalmente, son células epiteliales implicadas
en funciones excretoras o secretoras, células endoteliales de capilares sanguineos
en areas de barrera sangre-tejido y ceélulas trofoblasticas de ia placenta. Esta
distribucién sugiere que esta glucoproteina puede actuar en el transporte de
membrana de productos toxicos y metabolitos fisioldgicos.
Con respecto a la resistencia farmacolégica se pueden clasificar: 1) neoplasias
hematologicas, con nula expresion del gen MDR-1 y muy sensibles a la
quimioterapia en el momento del diagnostico, con posterior expresion del gen y
resistencia al tratamiento en las recaidas; 2) tumores que no expresan el gen y
son moderadamente sensibles a los citostaticos en el momento del diagnostico,
con un porcentaje del 30-50% de expresion en las recaidas (mama, ovario,
sarcoma, carcinoma); y 3) los tumores que expresan el MDR-1 desde el principio y
también son refractarios al tratamiento de entrada.

El gen MDR-1 no confiere resistencia para los compuestos de platino

(cisplatino y carboplatino), los antimetabolitos (metotrexato, fluoruracilo,
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citarabina), los alquilantes (ciclofosfamida, carmustina) y la bleomicina ya que no

son sustratos de la PGP,

Actuaimente se sabe que la PGP utiliza la hidrdlisis del ATP como un
combustible para la eliminaciéon de farmacos antineoplésicosss':". Posee varios
epitopos o puntos de union para diferentes sustancias, por lo que puede provocar
su resistencia de forma simulitanea. Este hecho ha estimulado la investigacion de
sustancias que se unan a la PGP con gran afinidad para que, al bloquearia
mediante un mecanismo de inhibicion competitiva, impidan la expulsion de los
farmacos al espacio extracelular.

La PGP contiene 1280 aminoacidos, con 12 segmentos hidrofdbicos
que actian como regiones transmembrana y dos sitios de unién a moléculas de

ATP? (fig. 5).

Modelo de 1a P-GP

Figura 5. Modelo PGP. Contiene 1280 aminoacidos, con 12 segmentos hidrofébicos que actuan
como regiones transmembrana y dos sitios de unidn a moléculas de ATP.

El marcaje simultaneo de la PGP y del contenido de ADN de una
poblacion celular demuestra que, aquélla es expresada con mayor intensidad por
las células que se encuentran en las fases de sintesis de ADN y de Gz-mitosis

respecto a las células localizadas en fase Go/G13%1°,

TRSIS ONN
FALLA Vi alGBN




Mecanismos de resistencia al cisplatino

La resistencia tiene un significado clinico importante. Cuando las
células inician la resistencia a cisplatino las dosis tienen que ser incrementadas,
grandes dosis puede producir dafios tales como deterioro en el rinén y médula
dsea, vomitos, sorderas, etc.

La disminucién celular por ta acumulacién de Platino es un mecanismo

aparente de resistencia que es frecuentemente encontrado en cultivos in vitro®144-

51

L.os mecanismos de resistencia a cisplatino incluyen disminucion en la
concentracién intracelular de cisplatino, incremento en el mecanismo de
reparacion del ADN, inactivacién por metalotioneina, inactivacién por conjugacion
con el glutation, reparo en los aductos platino-ADN (fig.6).

CDDPCCDSSP MepllaHoIhFi:;nmn
copp CODP
cooP
coDP
CcooP
cDDP

cooP CDDP
Death

Figura 6. Mecanismos de resistencia al cisplatino. 1) disminucion de la acumulacion del cisplatino,
2) inactivacidon por metalotioneina, 3) inactivacién por giutation, 4) aumento en la reparacion de los
aductos ADN-platino y 5) tolerancia al dafo ADN-platino el cual influye en la muerte celular.
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Disminucién en la concentracion intracelular si el cisplatino no se acumula en
la célula, este no puede llegar al nlcleo para encontrar ai ADN, unirse al ADN, y
causar muerte celular. Por lo que beneficia a la célula con cancer ya que mantiene
al cisplatino fuera de la célula o remueve el cisplatino de la célula. La disminucion
de la acumulacion de cisplatino por células cancerosas parece ser la mejor forma

de adquirir resistencia®2-53,

Macromoléculas que contienen sulfuros La capacidad de las células
resistentes a cisplatino limitan el dafo al ADN e! cua! puede ocurrir por
inactivacion celular. Las proteinas ricas en sulfihidrilos como la metalotioneina
(MT) y el tiol glutation han sido implicados en este proceso. Se cree que la MT
esta involucrada con la destoxificacion de iones metalicos pesados en la celula.

El efecto de los niveles de MT sobre la sensibilidad de cisplatino han
sido examinados por la sobreexpresion de MT en ceélulas transfectadas de ratones
C127. El resultado sobre la resistencia fue poco observable en comparacion a las
células control.

La inactivacion de cisplatino y de otros farmacos que contienen platino
puede también ocurrir a través de la conjugacion con glutation (GSH). GSH es el
tiol celular mas abundante y puede estar presente en concentraciones
intracelulares de 10 mM. El producto de reaccion de la GSH con el cisplatino es el
complejo GS-Pt™. Esta reaccidn ocurre a una velocidad relativamente baja in vitro.
Ademas se ha visto que esta reaccidon ocurre en cultivos celulares tratados con
cisplatino y tetraplatino®%, GSH también puede disminuir la formacién de
monoaductos platino-ADN in vitro®’. En presencia de cisplatino, GSH forma
complejos 2:1 (GSH:platino) que es entonces eliminado de la célula. Como con
MT los niveles de GSH son incrementados en algunas células pero no en todas
las células resistentes a cisplatino, por lo que sugiere que hay otros mecanismos

de resistencia celular.

Reparacion del ADN otra forma en que las células pueden iniciar la resistencia
a cisplatino es que tienen la capacidad para remover los aductos cisplatino-ADN y
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reparar asi las lesiones inducidas por el cisplatino al ADN. E! aumento en la
reparacién de los aductos platino-ADN ha demostrado estar asociado con la

resistencia a cisplatino en cancer de ovario®®¢! y en lineas de leucemia de raton®2.

Vil. MIFEPRISTONA

Estructura de la mifepristona

La MF fue sintetizada en 1980. Tiene una estructura similar a
progesterona y derivados de la progesterona. La diferencia radica en la posicion
116 del anillo, tal sustitucién resulta tener una alta afinidad a los receptores de
progesterona y cortisol®3. Los antiprogestagenos como tales bloquean la accién de
ia progesterona a nivel celular a través de la unidn del receptor de progesterona.

Estructuralmente lo importante de esta molécula es la sustitucion de un
grupo dimetilfenilamino en la posicion 118 del anillo esteroidal, pero el radical
localizado en el C17 es donde radica su importancia. En el C17 disminuye la unién
a los receptores de progesterona, y la actividad antiglucocorticoide. La
epimerizacion en el C13 disminuye su actividad como antiprogestageno® (fig. 7).

Figura 7. Estructura de ia Mifepristona
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Mecanismo de accién

La MF su une a receptores de hormonas antagonistas, a nive!
molecular lo mas importante es su afinidad de union a los receptores de
progesterona y la interaccion del grupo dimetilfenilamino en la posiciéon 113 con

una regién especifica de la unién del receptor®.

MF y su utilizacion en el cancer

La MF es un antiprogestageno que ha mostrado tener actividad como
agente antineoplasico a través de ia inhibicion de la PGP. También tiene actividad
antiproliferativa en tumores de pulmén y en cancer de ovario’. En células de
carcinoma epitelial ovarico expuestas a MF se ha observado un efecto
antiproliferativo provocando un arresto de las mismas en las fases Go/G1 del ciclo
celular reduciendo el niumero de células en la fase S.

La utilizacion de MF en la quimioterapia de! cancer de ovario, pulmén
etc, es reciente. Obteniéndose efectos antiproliferativos a dichos tumores.

Ademas, también se ha utilizado como un abortivo.
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Vill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para modular o contrarrestar efectivamente la resistencia a farmacos
desarrollada en la quimioterapia del CaCU, debemos ser capaces de identificar y
conocer los mecanismos de resistencia involucrados que operan en un tumor. Los
ensayos in vitro nos permiten investigar de manera accesible y sencilla los
mecanismos participantes en este problema y nos dan la oportunidad de disefiar
una estrategia terapéutica adecuada para suprimirlos.

El cisplatino y sus derivados representan uno de los farmacos mas
importantes y mas utilizados en el tratamiento del cancer incluyendo el CaCuU . Sin
embargo, e! tratamiento clinico del cisplatino muchas veces esta restringido por los
serios efectos colaterales como la nefrotoxicidad vy neurotoxicidad.
Frecuentemente, la quimioterapia se basa en la administracion de un solo farmaco
o en combinacion con otros farmacos. Varios estudios han dirigido la basqueda de
farmacos capaces de potenciar el efecto antiproliferativo del cisplatino sin
incrementar sus efectos colaterales. Actualmente se estan realizando estudios de
la combinacion de agentes antineoplasicos con agentes no antineplasicos con la
finalidad de incrementar el efecto terapéutico pero no sus efectos secundarios.

Por otro lado, se han descrito varios fendmenos de resistencia al
cisplatino, que hacen que la célula tumoral permanezca menos expuesta al
farmaco. Con la finalidad de obtener un mayor efecto citotéxico del cisplatino, se
propone la combinacidn de dicho farmaco antineoplasico con un farmaco no
antineoplasico como mifepristona (ya que MF actda inhibiendo la actividad de la
PGP como también un aumento del efecto citotdxico de doxorrubicina y taxol), con

el objetivo de lograr un efecto de sinergismo.
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IX. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1.- Evaluar el efecto de mifepristona sobre la actividad de cisplatino

en una linea celular de cancer cervico uterino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar el efecto de mifepristona sobre la citotoxicidad del
agente antineoplasico, cisplatino, en células Hela.

2.- Determinar el efecto de mifepristona sobre la concentracion
intracelular de cisplatino en células Hela.

3.- Determinar la participacion de una proteina antiapoptoética
(Bcl-2) en la modulacion del efecto del cisplatino por
mifepristona en células Hela.
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X. HIPOTESIS

Se ha reportado que MF actda inhibiendo la actividad de la PGP,
efecto citotoxico de ciertos farmacos como

produciendo un aumento del
Sin embargo, es posible que MF pueda

doxorrubicina, taxol, adriamicina.
incrementar la actividad antiproliferativa de agentes antineoplasicos a través de

vias apoptéticas. Por to tanto, al aplicar un farmaco que no es sustrato de PGP
como el cisplatino, se incrementara el efecto citotoxico del mismo en una linea

celutar de CaCuU.
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Xi. MATERIAL.

Placas de cuitivo de 96 pozos.

Cajas de cultivo de 75 cm?.

Pipetor. Drummon.

Pipetas graduadas (2, 5y 10 mL).

Vasos de precipitado (10, 50, 100 y 500 mL).
Probetas (50, 100 y 500 mL.).
Hematocitémetro. Sigma.

Cajas petri.

Pipeta muiticanal.

Pipetas graduadas (5 y 10 mL). Gilson.
Pipetas automaticas (5, 10, 200, 500 pL).

EQUIPO

Lector de ELISA. Labsyistems Multiskan MS.
HPLC. Watters.

Campana de flujo laminar.

Bomba de vaci6. Gast mod. DOA-P104-AA.
Microscopio.

Centrifuga. Beckman.

Refrigerador (-20° C). Revco mod. REF 1617A14.
Incubador.

Balanza analitica. Scientech SA- 210.
Camara de transferencia.

Camara de electroforesis.
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REACTIVO.

- Medio RPMI 1640. Gipco lot. 1143815.

- PBS (bufer de fosfatos salinos). Sigma lot 20K8205
- 2-mercaptoetanol. Merck.

- EDTA.

- Mifepristona. Sigma.

- Cisplatino .Sigma lot S59H3657.

- Etanol.

- Kitde XTT. Roche.

- Cristal violeta.

- Acido acetico al 33%.

- Acrilamida.

- PSA (persulfato de amonio).

- TEMED grado molecular. Gibco BRL lot 98P6566.
- TBS (tris buffer salino).

- Albumina.

- Buffer de lisis y de corrida.

- Proteinasa K.

- Acido bicinconilico. Sigma.

- Derivatizante DDTC (Dietil-ditrocarbamato).

- BufferspHG6y8.

- Buffer de transferencia.

- Fijador.

- Revelador.

- SDS. Quality Biological.

- Reactivos de quimiolimuniscecia. Biosciences.
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Xil. METODOLOGIA

Farmacos. Mifepristona fue prepara con metano! (solucién Stock 1X103 M). El
cisplatino fue disuelto en agua destilada (solucién Stock 1 mg/mL), ambas
soluciones se almacenaron a —70°C hasta ser utilizados.

Linea celular. La linea celular utilizada fue Hela (linea celular epitelial de
carcinoma de cervix), fue obtenida del American Type Cuiture Collection (ATCC)
se cultivd de manera rutinaria en medio RMP! con suero fetal bovino al 10%
incubadas a 37°C y 5% de COs..

Evaluacion de la inhibicion del crecimiento celular.

Protocolo de la combinacién de MF y cisplatino. Las celulas en confluencia
se despegaron y se contaron con la ayuda de un hemocitometro. Se sembraron
1500 célutas/pozo en placas de 96 pozos. A las 24 hrs se retird el medio y se
adicion® medio fresco conteniendo mifepristona (1X10% M), a las células control
se les adicioné medio fresco conteniendo el vehiculo (etanol). Después de 72 hrs.
las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de cisplatino (0-330 uM)
durante 4 hrs. Posteriormente se retird el medio y se agregd medio fresco
dejandolas en incubacion durante 48 hrs.

Ensayos de inhibicion de crecimiento o viabilidad celular.

Ensayo XTT. Este ensayo se basa en la ruptura de una sal de tetrazolio (XTT)
para convertirse en formazan, un colorante naranja, formado por las células

metabolicamente activas.

El formazan es soluble en soluciones acuosas, su aumento muestra
una relacidon directamente proporcional al aumento de las deshidrogenasas
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mitocondriales en la muestra y por lo tanto al aumento de las ceélulas viables.
Puede cuantificarse espectrofotométricamente ya que muestra un maximo de
absorbancia entre 450 y 500 nm.

Después del periodo de incubacion, se afadid al medio RPMI el
reactivo XTT a una concentracion final de 0.3 mg/mt. y se incubd por 4 horas a
37°C y 5% CO.. La absorbancia de la muestra fue leida en un lector de ELISA a
492 nm. A partir de las curvas de inhibicion de crecimiento se determind la
concentracion inhibitoria 50 (Clso) que es la concentracion necesaria para inhibir el
crecimiento del 50% de la poblacion celutar.

Determinaciéon del efecto de sinergismo.

Para verificar si el efecto de la combinacién de MF y cisplatino resulta
una interaccion sinergistica o aditiva se determiné el indice de combinacion (IC)
por el método isobolograma®® descrita anteriormente aplicando la siguiente
ecuacién: IC = Ac/Ae + Bc/Be. Donde Ac y Bc representan las dosis de los
farmacos utilizados en combinacion, Ae y Be son las dosis de los farmacos usadas
individualmente. Si el IC resulta ser menor a 1 indica un efecto de sinergismo, si
es igual a 1 indica un efecto de adicién y si es mayor a 1 indica un efecto de

antagonismo.
Determinacién intracelular de cispilatino

Se  utilizaron células Hela en proliferacion las cuales fueron
sembradas en cajas de 75 cm? e incubadas a 37°C y 5% CO: a las 24 hrs se
retird el medio y se adicioné medio fresco conteniendo MF (1x10°°M) por 72 hrs.
Una segunda caja se utilizé como control y se le adicion6 el vehiculo (etanol).
Transcurrido el tiempo las células fueron expuestas a una concentracion de
cisplatino 330 yM por 4 hrs. Posteriormente se procedio a realizar la extraccion del
cisplatino a partir de las células tratadas utilizando la siguiente metodologia: las
células se lavaron con PBS y se desprendieron con PBS-EDTA, se centrifugaron
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obteniéndose un pellet de células, al cual se les adicion®d 500 pL de buffer de lisis
y 10 pyL de proteinasa K. El pellet se dejo en incubacion a §5° C y 500 rpm. por 24
hrs. La determinacion intracelular de cisplatino fue realizada mediante HPLC
{cromatografia de liquidos de alta resolucion) utilizando la siguiente metodologia:
una vez lisadas las células, se les adiciond una solucidon derivatizante
dietilditiocarbamato (DDTC) al 10% con NaOH, esto con la finalidad de
incrementar la deteccion de aductos. Los aductos formados fueron extraidos con
cloroformo y el cisplatino fue cuantificado por HPLC utilizando una curva

estandar.
identificacion de la proteina bcl-2 por western-blot.

Despues del protocolo de combinacidon de cisplatino y MF descrito
anteriormente, las células fueron sometidas a una extraccion de proteinas totales.

Extraccion de proteinas.

Las ceélulas expuestas al protocolo de combinacion descrito
anteriormente se centrifugaron y al pellet obtenido se le adicioné 200 ulL de buffer
de lisis y 2 pL de inhibidores de proteasas. Se centrifugaron a 14000 rpm durante
15 minutos a 4°C, el saobrenadante (proteinas) se transfirio a un tubo limpio y se

guardaron a -70°C hasta su uso.
Cuantificacion de proteinas (método acido bicinconinico).

Se realizé una curva estandar con una solucion de albumina a varias
concentraciones (0-15 pg/mL), utilizando como control la solucion de lisis.
Posteriormente se prepard una soluciéon de sulfato de cobre (200uL) y 10 mL de
acido bicinconinico. Esta solucién fue adicionada a la curva estandar de albamina
y a las proteinas que se cuantificaron. La solucion se dejo por 2 hrs y se procedid

a leerlas en un lector de Elisa a 540 nm.
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Realizacion del western-blot.

100 g de proteinas de cada una de las células tratadas fueron
separadas en gel de acrilamida al 15% y transferidas a una membrana PVDF (la
cual fue previamente permeabilizada en metanol) en una camara de transferencia
por 30 minutos. La membrana fué bloqueada en una solucién con TBS 1X (0.1
Trizma base, 0.15M de NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4) e incubada toda la noche
con el anticuerpo primario monoclonal bcl-2 (1:300) posteriormente fue lavada con
TBS y se adiciond el anticuerpo secundario monoclonal anti ratén (1:600) por 2
hrs. Posteriormente fueron lavadas con TBS. La proteina se identificd por
quimioluminiscencia. La proteina bcl-2 tiene un peso molecular de 28 Kda. En
todos los ensayos se utilizd un marcador de peso con rango de 14-220 Kda.
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ENSAYOS DE TOXICIDAD

Células Hel.a mantenidas en medio RPMI.

l

Levantamiento de células con PBS-EDTA.

Se siembran 1500 ceélulas/pozo en placas de 96 pozos.

- N

Células tratadas con Células control
MF (1X10°% M). vehiculo (etanol)

. <~

Se incuban por 72 horas.

Se retira el medio y se adiciona medio fresco
con cisplatino (0-330 pM).

A las 48 horas se evalua el efecto de proliferacion celular
utilizando un kit de proliferacién celular (XTT).
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE
CISPLATINO

Células mantenidas en medio RPMI.

~ It

Células con MF Células control
(1X10°° M). vehiculo (etanol).

./

A las 72 horas se les adiciona cisplatino (330 pM).

l

Se levantan las células con P8S.
Se agregan 500 plL de buffer de lisis + 10 pL de proteinasa K.

Se dejan 24 horas a §5°C a 550 rpm.

l

Se determina la concentracion intracelular de cisplatino
por HPLC utilizando una curva estandar.
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EXPRESION DE LA PROTEINA Bcl-2.

Células mantenidas en RPMI.

— | .

Células con MF Células control. Células con
(1X10° M) vehiculo (etanol) MF + cisplatino
(1X10°M + 25uM)

. | -

Se dejan por 72 horas.

l

Se levantan las células (se procede a la obtencion de proteinas).
Se corren en gel de acrilamida.
Se transfieren a una membrana PVDF.

Exposicion por inmunolocalizacion.

identificacion de la expresion de la proteina
Bcl-2 por el método de quimioluminiscencia.
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Xlll. RESULTADOS

Efecto de MF sobre la citotoxicidad celular en célula HelLa expuestas a

cisplatino.

La citotoxicidad se expresa como el porcentaje de inhibicibn de la
viabilidad de las células HelLa tratadas con cisplatino (0-330uM), o cisplatino en
combinacion con el pretratamiento con MF. Nuestros resultados demostraron que
MF potencia el efecto citotéxico del cisplatino. Cuando determinamos el efecto de
MF solo, observamos un 37% en la inhibicion de la viabilidad celular. A partir de
las curvas individuales del porciento de inhibicion de la viabilidad se obtuvieron la
Clso las cuales fueron de 34.2 y 14.2 para cisplatino y cisplatino con el
pretratamiento con MF respectivamente. Observando una potencia relativa de
aproximadamente de 2.5 veces en la combinacién de los farmacos con respecto a
la aplicacion de cisplatino solo.

% de viabidad
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Figura 8. Curvas de viabilidad de la aplicacién de cisplatino solo (¢) 0o en combinacién con el
pretratamiento de MF (1X10° M) durante 3 dias (o). Cada punto representa el promedio de
tripticados en al menos tres experimentos independientes *e.e.
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Efecto de la combinacion de MF con cisplatino en células Hel.a.

Para verificar si la combinacion de MF con cisplatino presenta una
interaccion sinergistica o aditiva, se determind el indice de combinacion (IC)
utilizando la ecuacion descrita en metodologia. El IC obtenido demostrdé una
actividad sinergistica de MF sobre la actividad del cisplatino a las dosis de 10,33y

100 pM. Los datos se resumen en la tabla 1.

Cisplatino | Mifepristiona | EFECTO | Cisplatino | Mifepristona Indice de
M M Yo M M combinacién
Ac Bc Ae Be ic
6.0 10 94.21 2.58 1.56 6.4
0.1 10 95.17 2.58 1.17 8.5
1.0 10 84.23 7.73 8.59 1.29
3.3 10 82.96 10.31 9.77 1.3
10 10 60.76 24.49 31.25 0.725
33 10 18.31 87.66 100 0.46S
100 10 9.19 137.93 100 0.81S

330 10 6.91 166.29 100 2

Determinacién del indice de combinacién (IC) por el método isobolograma empleando la siguiente
ecuacion: IC = Ac/Ae + Bo/Be. Donde Ac y Be representan las dosis de los farmacos utilizados en
combinacién, Ae y Be son las dosis de los farmacos utilizados individuaimente.
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Determinacion de la concentracion intracelular de cisplatino .

Al determinar la concentracion intracelular de cisplatino se observa
que hay un aumento en la concentracion total del mismo en células HelLa cuando
se aplica el pretratamiento con MF (1X10° M) comparada con el tratamiento de

cisplatino solo.
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Figura 9. Células Hela cultivadas por 72 hrs en ausencia (control) y presencia de MF (1X10% M),
ambas tratadas con cisplatino (33 pM) por 4 hrs. La determinacién de la concentracion intracelular
de cisplatino fue realizado por HPLC.
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Para determinar la concentracién intracelular de cisplatino se utilizo un equipo de
HPLC. En la figura 10 se muestran los cromatogramas tipicos obtenidos de una
muestra contro! de células Hela tratadas bajo las mismas condiciones a) sin
cisplatino, b) representa una muestra a la cual se le adicioné una cantidad
conocida de cisplatino obteniéndose un tiempo de retencién de 5.85 minutos y c)
representa una muestra de cisplatino que fue previamente tratado con MF
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Figura 10. Cromatogramas tipicos de a) células Hela control (sin cisplatino), b) estandar de
cisplatino y ¢) células Hela con ino con el p con MF.
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Expresién de la proteina antiapoptética Bel-2

La proteina antiapoptoética bcl-2 fue evaluada cuando a las células
se les adiciond MF, cisplatino y MF con cisplatino y células que no recibieron
ninglin tratamiento (control). Los resultados muestran que la células que no
recibieron ningan tratamiento la proteina Bcl-2 se encuentra presente, a las células
que se les adiciond MF la cantidad de proteina se mantiene constante, cuando se
les adiciond cisplatino la cantidad de proteina disminuye y cuando se les da un
pretratamiento con MF y la adiciéon de cisplatino la proteina no se encuentra
presente, sin embargo todas las células expresan $-actina (fig. 11).
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Fig. 11. Andlisis de un Westem-blot con Bc¢l-2 y B-actina en células Hel.a control,
con MF, cisplatino y cisplatino con el pretratamiento con MF.
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XiV. Discusion de resultados

En este estudio se muestran los resultados de la interaccion
farmacolégica entre el antiprogestageno mifepristona y el antineoplasico cisplatino
en células Hela.

El cisplatino y sus derivados representan uno de los farmacos mas
importantes en el tratamiento al cancer, es ampliamente utilizado para potenciar el
efecto citotoxico en una amplia variedad de tumores incluyendo el testicular, el de
ovario y el carcinoma cervical®. Sin embargo, los tratamientos clinicos del
cisplatino son restringidos por sus serios efectos secundarios; probablemente es el
antineoplasico mas nefrotdxico y neurotdxico. Esto ha motivado a la identificacion
o basqueda de nuevos agentes para ser utilizados en combinacion con cisplatino
con el propdsito de incrementar la actividad antitumoral y disminuir los eventos
secundarios.

Las pruebas in vitro a nivel de Ilaboratorio para evaluar la
quimiosensibilidad de antineoplasicos, son quizas las mas utilizadas para llevar a
cabo ensayos de combinacién de farmacos. En este trabajo, por ensayos in vitro,
se demuestra que el antiprogestageno mifepristona en combinaciéon con cisplatino
es capaz de incrementar el efecto antiproliferativo de este ultimo en una linea
celular de cancer cervico uterino (HelLa).

De acuerdo con los reportes de Rocereto y colaboradores’ realizados
en células de cancer de ovario, mifepristona incrementa el efecto citotdxico de
taxo! y tamoxifen provocando un arresto de las células en las fases Go/G: del
ciclo celular reduciendo el numero de células en la fase S°. Dicho efecto es debido
a la participacion de la proteina PGP, la cual funciona como una bomba excretora
de farmacos en células tumoralesS.

En la presente tesis se decidid utilizar el antineoplasico cisplatino

debido a que no es un sustrato de la proteina PGP.
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Aunque no se conoce bien el mecanismo del cisplatino se cree que
actla con una gran cantidad de macromotéculas incluyendo al ADN como blanco
citotoxico?® .Esto sugiere que el cisplatino interfiere en la replicacion del ADN sin
afectar al ARN vy la sintesis de proteinas. Ei cisplatino es un agente especifico de
la fase S del ciclo celular®®?® por lo que, este al unirse al ADN forma aductos
alterando la conformacién del mismo y asi la inhibicion de la repiicaciéon
celular’®?’. Sin embargo para que se lleve a cabo dichos procesos es necesario
que se alcancen concentraciones adecuadas de cisplatino a nivel intracelular. Se
bha descrito que la disminucidn de la acumulacién intracelular de cisplatino es el
fendmeno mas frecuentemente observado que explica tanto la falta de respuesta
como la resistencia al cisplatino®®%3, Asi que, como segundo objetivo
determinamos !a concentracidon intracelular del cisplatino en células pretratadas
con mifepristona; los resultados nos muestran que hay un incremento del
cisplatino intracelular de aproximadamente 2.1 veces con respecto a las células
contro! (Gnicamente tratadas con cisplatino)

Para la determinacion de la concentracion de cisplatino se utiliza un
método de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) validado
previamente. En los cromatogramas obtenidos podemos observar el tiempo de
retencion de 5.8 minutos para el cisplatino, no observandose ningin pico que
interfiera con este tiempo de retencidon en el cromatograma control (sin cisplatino).
Por lo tanto, podemos decir que el método para determinar cisplatino en células
tumorales es especifico.

El aumento del cisplatino intracelular en las células previamente
tratadas con mifepristona probablemente es el responsable de la sensibilizacion al
efecto antiproliferativo del cisplatino. Proponemos entonces que mifepristona
puede estar controlando un aumento en la entrada de cisplatino a las células
tumorales o bien disminuyendo la salida del mismo; ademas es probable que
mifepristona también disminuya la inactivacion metabdlica del cisplatino o bien
aumente la actividad de vias apoptoticas.

Existen reportes que indican que uno de los mecanismos moleculares
por el cual la mayoria de los farmacos antineoplasicos actuan es induciendo
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distintas vias apoptdticas en las células tumorales tanto a nivel /n vitro como in
vivo. Algunas de estas vias involucradas directa o indirectamente en el proceso
apoptotico son: p53, Bax, Bel-2 y caspasas®’7°.

Recientemente se ha descrito que uno de los mecanismos por el cual
el cisplatino ejerce su efecto citotoxico es involucrando la via apoptdtica de Bcel-2.
La proteina Bcl-2 es una proteina antiapoptotica localizada en la mitocondria de la
célula, la cual ejerce en la célula tumoral un efecto protector a la apoptosis.

Se ha demostrado que el cisplatino inhibe la expresion de la proteina
Bcl-2 en células Hela. induciendo a la célula tumoral a ia apoptosis""a. En este
trabajo nos dimos a la tarea de investigar |la respuesta de |la combinacion de los
farmacos utilizados (mifepristona y cisplatino) sobre la expresién de la proteina
antiapoptotica Bcl-2. Los resultados obtenidos nos demuestran que cuando
aplicamos unicamente mifepristona, la expresion de la proteina no cambia; cuando
aplicamos cisplatino observamos una iigera disminucion de la expresiéon de la
proteina, datos que concuerdan con los reportes ya publicados'®. Sin embargo
cuando aplicamos la combinacion de mifepristona y cisplatino, observamos que la
expresion de la proteina Bcl-2 disminuye a tal grado que no se observo la banda
correspondiente. Por lo tanto, esto nos lleva a proponer que el efecto
antiproliferativo sinergistico observado por la combinacion de mifepristona y
cisplatino puede ser debido al aumento en la disminucién de la expresion de la
proteina Bci-2

Finalmente podemos mencionar que con el trabajo experimental
realizado en esta tesis demostramos que la combinacion de mifepristona y
cisplatino producen un efecto antiproliferativo sinergistico y que dicho efecto
puede estar mediado al menos parcialmente por un aumento en la concentracion
intracelular de cisplatino; asi como por el aumento en ia disminuciéon de la
expresion de fa proteina antiapoptotica Bcl-2. Estos datos sugieren que
mifepristona puede ser un excelente candidato para ser probado en combinacién,
no solo con cisplatino, sino ademas con otros farmacos antineoplasicos.
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XV. Conclusiones

1.- En células HeLa se observa un efecto antiproliferativo sinergistico con
la combinacion de mifepristona (10 uM) y cisplatino a las dosis de 10, 33 y 100

pM.

2.- El pretratamiento de mifepristona en células HelLa produce un aumento

de la concentracion intracelular de cisplatino.

3.- La combinacion de cisplatino y mifepristona revela una disminucién en
la expresién de la proteina antiapoptotica Bcl-2, mayor que la disminucién en ia
expresion de la proteina observada con la aplicacién de los farmacos de manera

individual.
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